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RESUMO

O constante intercambio de materiais vegetais para propagagdo, apesar
de proporcionar um bom desempenho da atividade agricola no Brasil, expde o
pais ao risco de introducdo de patdgenos indesejados. Para evitar que isso
aconteca, a diagnose precoce de fitopatdgenos, tanto dos quarentenarios como
dos ndo quarentenarios regulamentados ¢ indispensavel. No caso dos virus, o
estabelecimento de técnicas eficientes, para a sua diagnose, tem sido um grande
desafio, pois, compdem um grupo de patéogenos de plantas com elevada
importancia, em decorréncia das perdas de producdo que podem causar e,
também, da auséncia de métodos de controle curativos. Uma das maiores
limitagdes, para o desenvolvimento desses métodos, ¢ a falta de controles
positivos, para checar a confiabilidade da técnica diagndstica empregada, pois,
sempre existe a possibilidade de obtencdo de falsos negativos e/ou falsos
positivos. Neste trabalho objetivou-se contribuir para a formagdo de um banco
de controles positivos para virus, por meio da clonagem do gene da proteina do
capsideo em plasmideos e do desenho de primers para serem empregados na sua
diagnose por RT-PCR. Foram clonados fragmentos genomicos de 3 virus
quarentendrios e de 8 virus ndo quarentenarios. Todos os plasmideos contendo
os fragmentos genomicos virais e os primers foram testados e se comportaram
como controles positivos confiaveis para serem empregados na diagnose dos
respectivos virus.

Palavras-chave: Plasmideo. Pragas quarentenarias. Deteccdo molecular.
Oligonucleotideos.



ABSTRACT

The frequent exchange of plant material for propagation, provides a
good performance of agriculture in Brazil, but exposes the country to the risk of
introducing unwanted pathogens. To prevent this, the early diagnosis of
pathogens of both quarantine and the non-quarantine viruses is essential.
Regarding to viruses, the establishment of efficient techniques for its diagnosis
has been a great challenge, due to the high yield losses they can induce and also
because there is no curative methods of controlling these pathogens. One of the
major constraints to the development of these methods is the lack of positive
controls to check the reliability of the diagnostic technique employed, since
there is always the possibility of false negatives and/or false positives results.
This study aimed to contribute for the formation of a bank of positive controls
for the virus diagnosis, by cloning the gene of viral capsid in plasmid and design
the primer to be used in virus diagnosis by RT-PCR. Genomic fragments of 3
quarantine viruses and 8 non-quarantine viruses were cloned and sequenced. All
the plasmids with the genomic viral fragments and the designed primers were
tested as positive controls and worked as a secure method for using in the
diagnosis of viruses tested.

Keywords: Plasmid. Quarantine pests. Molecular detection. Oligonucleotides.
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1 INTRODUCAO

Os grandes avangos tecnologicos observados no mundo tém trazido
consigo caracteristicas e ferramentas que o tornam cada vez mais conectado,
transformam processos antes altamente onerosos em procedimentos que hoje sdo
corriqueiros, ocasionando consequéncias que podem ser tanto positivas como
negativas. Este progresso possibilitou ao Brasil um consideravel crescimento e
estabelecimento no mercado agricola mundial e, também, um fortalecimento no
cenario interno, fazendo com que houvesse um desenvolvimento em todos os
segmentos da cadeia produtiva.

O desenvolvimento da agricultura como um todo tem proporcionado
uma facilitagdo dos processos envolvidos na producgdo, porém, uma etapa que ¢é
de crucial importancia e que deve ser observada com atengdo ¢ a aquisi¢do de
materiais vegetais destinados a propagacdo. Tanto na aquisicdo de material
vegetal de diferentes regides dentro do pais como no intercdmbio internacional
de produtos vegetais, deve-se observar com cuidado a qualidade fitossanitaria
destes, pois, este processo de troca representa um alto risco de introducdo de
patogenos em areas produtoras anteriormente isentas, trazendo riscos
desconhecidos de prejuizos (TRIBUNAL DE CONTAS DA UNIAO - TCU,
2006).

Diferentes tipos de agentes podem causar doengas em plantas, como os
fungos, as bactérias, os nematoides e os virus, com grande potencial de indugdo
de perdas significativas de producdo. Dentre os fitopatégenos, os virus se
destacam em importancia pela sua capacidade de induzir perdas significativas na
qualidade e quantidade de produgdo, ocasionando prejuizos consideraveis em
todo o mundo. Eles podem infectar os mais diversos tipos de plantas e os danos
podem ser mais ou menos severos, dependendo das condigdes do ambiente, da

planta hospedeira e do patdgeno. Os sintomas exibidos pelas plantas infectadas



sdo variaveis, podendo, inclusive, ocorrer infecgdes assintomaticas capazes de
causar perdas no rendimento da cultura sem que a presenca do virus seja, sequer,
detectada (AGRIOS, 2005).

Os virus podem ser disseminados de diversas maneiras, por meio das
sementes ¢ gametas e pelo contato com plantas proximas, mas o método mais
importante ¢ por meio de vetores (insetos, acaros, nematoides e fungos) (HULL,
2002). Isso significa que, uma vez introduzidos numa regido, os vetores se
encarregam de dissemind-los para outras hospedeiras ¢ a sua erradicagcdo da area
se torna, praticamente, impossivel. Como ndo existem medidas de controle
curativo para doencgas viroticas (HULL, 2002), a melhor forma de controle é a
utilizacdo de medidas baseadas no principio de exclusdo, que evitam a chegada
do patégeno nas areas de cultivo. Deste modo, o estabelecimento de normas
relativas ao transito de materiais vegetais adquire uma importancia crescente e
tem merecido uma atengao especial dos 6rgaos de defesa fitossanitaria em todo o
mundo.

Com a vasta area de cultivo do territoério brasileiro ¢ as constantes
atividades de importacdo e exportagdo de materiais vegetais, torna-se
imprescindivel que sejam estabelecidas técnicas de diagnoses confiaveis e com
boa reprodutibilidade, para que a sanidade desses materiais seja adequadamente
testada. Paises com acordos comercias, como no caso daqueles incluidos no
Mercosul, que faculta o livre transito de materiais vegetais entre paises, fizeram
com que as normas correntes fossem revisadas e adaptadas. Entretanto, ficou
estabelecido na convengao internacional de protecdo fitossanitaria que, para que
um pais exija determinados padrdes, para importagdo de material vegetal, este
pais sera obrigado a adotar padrdes internos iguais. Com isto a demanda por
laboratoérios de diagnose para a manutengdo dos niveis de controle interno nos
setores de producdo de mudas e sementes cresceu repentinamente (TCU, 2006).

De forma semelhante, houve um aumento da demanda por diagnose de
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patogenos quarentenarios. Entretanto, a necessidade de obtencdo de controles
positivos, que ddo confiabilidade aos diagndsticos gerados para avaliacdo da
ocorréncia de determinados patdogenos, aumenta o seu risco de introdugdo no
pais. O controle positivo é uma ferramenta diagnodstica que assegura ao avaliador
a certeza da presenca do patdogeno em uma amostra conhecida que atua como
fator comparativo para as demais, dando suporte ao resultado diagndstico final.
Entretanto, para virus, a manutenc¢do dos virus seria feita in vivo em virtude da
impossibilidade de multiplicagdo destes em sistemas in vitro, ndo sendo,
portanto, a melhor medida a ser tomada. A manuten¢ao de controles positivos na
forma purificada e/ou liofilizada, também seria uma opg¢do, entretanto, este
material necessitaria ser constantemente readquirido e mesmo que a aquisi¢ao
fosse realizada com frequéncia, a praticidade da utilizagdo deste material para a
diagnose em testes de rotina seria limitada.

Visando solucionar este impasse, a Coordenacao de Laboratério Vegetal
(CLAV), o Departamento de Defesa e Inspecdo Vegetal (DDIV) e o Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), convocaram todos os
laboratorios ja atuantes em sistemas estaduais de certificacdo, para se
credenciarem. Cerca de 20 laboratorios em todo o pais foram credenciados para
realizar a diagnose de fitopatogenos, devendo estes atender a IR no. 24 de
07/06/2001, que fixa as normas gerais de credenciamento e reconhecimentos de
laboratdrios da area animal e vegetal. Todos eles devem se adequar a norma da
ABNT NBR ISO/IEC 17025 (requisitos gerais para a competéncia de
laboratorios de ensaio e calibragdo). Entretanto, o0 MAPA possui limitagoes
quanto ao desenvolvimento de técnicas que sejam aptas a serem utilizadas na
diagnose de fitovirus quarentenarios por nao possuir um sistema de referéncia
que possa testar e aprovar as técnicas empregadas, promovendo a sua validacao,

nem para inovar e introduzir novas tecnologias mais precisas ¢ eficientes.
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Com este trabalho pretende-se contribuir para oferecer uma alternativa
viavel aos laboratorios, iniciando a formagdo de um banco de controles positivos
a partir da clonagem de fragmentos gendmicos, contendo o gene do capsideo de
trés virus quarentendrios e oito virus ndo quarentenarios em plasmideos, que
poderdo ser multiplicados in vitro e transportados para os diversos laboratorios
sem incorrer em riscos de disseminagdo e contaminagdo ambiental. Os

resultados obtidos sdo aqui apresentados e discutidos.
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2 RFERENCIAL TEORICO

2.1 Comercializacdo internacional e introducédo de patégenos

O agronegécio no Brasil tem destacada importancia por ser um dos
setores econdmicos mais proeminentes do pais. Este setor ja se destacou em
anos anteriores por representar cerca de 1/3 do PIB nacional (R$564 bilhdes),
valor este que vem diminuindo. Entretanto, considerando-se que em 2008 o PIB
do pais chegou a US$1,57 trilhdo (BRASIL, 2009b) e que cerca de R$500
bilhdes sdao oriundos da agricultura (INSTITUTO CNA, 2010), fica evidente a
sua importancia para o pais.

O Brasil ¢ um grande importador de material vegetal, tanto na forma de
sementes verdadeiras como na de unidades de propagacdo vegetativa como
tubérculos, bulbos e estacas. Em 2009, o Brasil importou de janeiro a outubro,
mais de 7,5 mil toneladas de sementes de cereais e quantidades superiores a 3,5
mil toneladas de sementes de espécies horticolas, leguminosas, raizes e
tubérculos, que, somadas a outras importacdes de sementes, totalizaram quase
14 mil toneladas, a um custo total de US$82.302.489 (BRASIL, 2009a). A
importagdo de plantas vivas e produtos de floricultura, também ocorre e, de
acordo com Nascimento, Nascimento e Cardozo (2008), o volume das
importagdes destes materiais tem crescido de forma significativa, uma vez que
no ano de 1997 o valor total referente a importacdo era de cerca de US$5,88
milhdes ¢ no ano 2007 este montante chegou a US$10,79 milhdes. A tendéncia
de aumento foi continua e em 2009 a quantidade relativa as importagdes destes
produtos foi de cerca de 2,5 mil toneladas, significando um valor superior a
US$17 milhdes (BRASIL, 2009a). Esses nimeros indicam a quantidade

significativa de material vegetal que tem entrado no pais que, embora demonstre
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um crescimento da atividade agricola, representa, também, um alto risco de
introducdo de patdogenos, quarentenarios ou nio.

Fica evidente o risco de entrada de novos agentes etiologicos, quando se
toma conhecimento dos diversos patdogenos que t€m sido introduzidos no pais
nos ultimos anos, como ¢ o caso de alguns fitovirus de batata constatado por
Figueira (2009), Galvino (2008) e Ribeiro (2007), bem como viroses de outras
plantas, a exemplo do Turnip mosaic virus (TuMYV), reportado pela primeira vez
no Brasil no ano de 2010 infectando plantas de agrido (COSTA; VENTURA,
2010). Quando se trata de fitoviroses, a atengdo deve ser redobrada com relagao
a sua introducao, visto que nao existem métodos de controle curativo, devendo
estes ser de carater essencialmente preventivo (LOPEZ et al., 2003). Para se ter
ideia da importancia de evitar a entrada de virus de plantas no pais, podem-se
citar os danos causados por Barley yellow dwarf virus (BYDV), infectando a
cultura do trigo e por Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) que infecta plantas
de abobrinha, em que as perdas na producdo chegaram a 60,8% e 78,5%,
respectivamente (GIAMPAN; REZENDE; PIEDADE, 2009; LANZARINI et
al., 2007). Estes exemplos ajudam a compreender como a introdugdo de um
novo fitovirus no pais tem possibilidade de causar grandes danos & economia

nacional e deve ser evitada.

2.2 Vigilancia sanitaria brasileira

No Brasil o 6rgao responsavel pela vigilancia sanitaria dos produtos
vegetais destinados a importagdo ou exportacdo ¢ o MAPA. Em 30 de margo de
2006, o Decreto N°5.741 que regulamenta os arts. 27-A, 28-A e 29-A da Lei n®
8.171, de 17 de janeiro de 1991, que dispdes sobre a politica agricola, proveu a
organizacdo do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria, que a

partir da sua data de formacdo tornou-se o responsavel pela vigilancia
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fitossanitaria nacional. Baseado em um manual fornecido pelo proprio MAPA,
as medidas fitossanitirias pertinentes, bem como aspectos legais e
operacionalizagdo das wunidades de fiscalizacdo fitossanitarias, foram
estabelecidas. Ficou definido que a importagdo de qualquer material vegetal,
destinado a multiplicacdo e que tenha padrdes estabelecidos pelo MAPA, devem
ser amostrados e analisados em laboratorio oficial, de acordo com os métodos e
procedimentos oficializados, visando a comprovacdo de que estdo dentro dos
padrdes de identidade e qualidade requeridos. O Acordo de Medidas Sanitarias e
Fitossanitarias abordou alguns aspectos de grande importancia para o
estabelecimento do comércio internacional, como regionalizacdo, equivaléncia,
harmonizacao, transparéncia e analise de risco. Todos esses assuntos foram
discutidos, para possibilitar uma comercializagdo mais confiavel entre paises,
mas problemas de ordem fitossanitaria t€m sido utilizados cada vez mais para
promover a formagao de barreiras a importacao de produtos. Como o Brasil atua
neste setor como importador ¢ exportador de produtos vegetais, este fato deve
ser visto com cuidado, em consequéncia de sua importancia para o agronegocio
nacional.

Embora o MAPA seja o responsavel pela fiscalizagdo fitossanitaria, o
desenvolvimento de novas técnicas de deteccdo de fitopatdogenos é uma
limitagdo para o orgdo, que delega essa responsabilidade a instituigdes
responsaveis pelo desenvolvimento de pesquisas e validacdo de técnicas capazes

de promover uma fiscalizagdo mais precisa ¢ eficiente para o fim desejado.

2.3 Técnicas de diagnose

Entre as medidas de controle preventivo, as de exclusdo, como o uso de

material propagativo sadio, que visam impedir a entrada do patégeno na lavoura,

sd0 as mais importantes. Para isso, é necessario que existam métodos de
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diagnose eficientes e que possibilitem a deteccdo desses patdgenos o mais
precocemente possivel.

Diferentes técnicas podem ser empregadas para a deteccdo de fitovirus,
podendo ser classificadas como técnicas soroldgicas, biologicas € moleculares.
Tratando-se de técnicas sorologicas o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) ¢ o método mais utilizado, por causa de sua praticidade e rapidez,
podendo ser, ainda, realizado em grande escala. O método apresenta, também,
boa sensibilidade na diagnose de fitovirus (BERIAN, 1985; DANIELS, 1994;
FIGUEIRA, 2000). Apesar desta técnica ser eficiente para grande parte dos
virus, existem algumas limita¢cdes, uma vez que o método ¢é incapaz de detectar a
presenga dos virus, quando estes estdo presentes, porém, em baixa concentragdo
no tecido vegetal. Um exemplo deste fato ocorre com o virus Grapevine funleaf
virus (GFLV), o qual tem a sorologia como método padrio de diagnose
(NOLASCO, 2003), entretanto, em virtude da presenca do virus de forma latente
em determinadas épocas do ano (ROWHANI; WALKER; ROKNI, 1992;
WALTER; ETIENNE, 1987), novos métodos mais sensiveis que o ELISA, com
o objetivo de evitar possiveis falsos-negativos, necessitam ser estabelecidos.
Também ndo podem ser detectados por ELISA viroides, pois a técnica
sorologica ¢ baseada na reacdo de anticorpos com a capa proteica, que € ausente
neste caso (ALMEIDA; LIMA, 2001).

Os métodos biologicos, para a diagnose de fitovirus, sdo mais simples ¢
relativamente faceis de serem empregados. Para a sua realizagdo necessita-se,
basicamente, de uma estrutura para o crescimento das plantas que serdo
utilizadas e de espécies vegetais capazes de demonstrar sintomas que servirdo de
subsidio para a tomada de decisdo com relagdo a diagnose realizada. As grandes
limitagdes deste método sdo o tempo gasto para o crescimento das plantas e
aparecimento dos sintomas, bem como a imprecisdo dos resultados, visto que

podem variar de acordo com o observador. Além destes problemas, o emprego



16

destas técnicas necessita da inoculagdo do virus em novas plantas, o que no caso
de patdgenos exdgenos ndo ¢é interessante.

Mediante as limitagdes das técnicas citadas e com as possibilidades de
que as técnicas moleculares para diagnose fornecem, a utilizagdo destas se faz
mais indicada para uma diagnose de forma sensivel, precisa e rapida. Embora as
técnicas classicas de PCR e RT-PCR, para deteccdo de virus, também,
apresentem algumas limitagdes, quando comparadas a técnicas mais modernas e
sofisticadas (ENGEL et al., 2009), de forma geral, estas vém se mostrando
promissoras para diagnose, visto que sdo bastante seguras e eficientes para a
realizacao dos testes em tecidos vegetais (BOONHAM et al., 2002; FIGUEIRA;
DOMIER; ARCY, 1997; FIRRAO; LOCCI, 1994; GLAIS; TRIBODET;
KERLAN, 2005; HENSON; FRENCH, 1993; LORENZEN et al, 2008;
LOUWS; RADEMAKER; BRUIJN, 1999; MCSPADDEN-GARDENER et al.,
2001; MONTERO-ASTU et al., 2008; PROSEN et al., 1993; RASMUSSEN;
WULF, 1991; SCHAAD et al., 1995; SCHAAD; JONES; CHUN, 2001; WANG
et al., 1999).

A técnica de PCR foi desenvolvida ha mais de trinta anos e tem se
tornado cada vez mais utilizada na diagnose de doencas de plantas, tornando-se
muito comum em laboratorios com esta finalidade. Esta técnica apresenta
grandes vantagens para a deteccdo de patogenos incluindo rapidez,
especificidade e sensibilidade. A sensibilidade do método foi constatada por
Hadidi et al. (1993), trabalhando com a detecgdo do virus Potato leafroll virus
(PLRV) em batata. Estes autores verificaram que ¢ possivel se detectar a
presenca do virus a partir de 100fg de RNA viral purificado. Em testes
realizados por Figueira, Domier ¢ Arcy (1997), visando a comparagao de trés
técnicas para detec¢do de estirpes de Barley yellow dwarf virus (BYDV), a
saber, TAS-ELISA, hibridiza¢do com cDNA e RT-PCR, os autores concluiram

que a técnica da PCR foi a mais sensivel na deteccdo de estirpes deste virus,
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sendo capaz de detectar quantidades na ordem de 0,1pg de virus em preparagdes
purificadas e 0,5pg em tecidos vegetais infectados. Resultados que representam
uma importante caracteristica para a realizagao de testes nos quais a detecgdo de
determinado patogeno ¢ imprescindivel, assim como ocorre para a diagnose de
fitovirus quarentenarios ou mesmo os virus ndo quarentenarios regulamentados.

A utilizacdo da RT-PCR tem sido valida ndo apenas para deteccao de
espécies de virus, mas também tem tido eficiéncia para deteccdo de estirpes
viréticas proximamente relacionadas (BOONHAM et al., 2002; BORJA; PONZ,
1992; FIGUEIRA; DOMIER; ARCY, 1997; LORENZEN et al., 2006, 2008;
SING; NIE, 2001; SINGH; SINGH, 1998). O uso da PCR na detecgdo de
géneros ou mesmo familias de virus de plantas, por meio da utilizacdo de
primers desenhados especificamente para este fim foi outro aspecto observado.
Exemplos de trabalhos neste sentido foram realizados recentemente para a
detec¢do de virus do género Potyvirus e da familia Bromoviridae (HA et al.,
2008; UNTIVEROS; PEREZ-EGUSQUIZA; CLOVER, 2010).

Com o crescente desenvolvimento técnico-cientifico, novos métodos
baseados em técnicas moleculares tém surgido. Multiplex PCR, Nested PCR,
Co-operational PCR, Real-Time PCR, dentre outras varia¢des, t€ém provido cada
vez mais rapidez, sensibilidade e precisdo nos resultados e isto € uma tendéncia
evidente e que ainda deve evoluir muito mais no campo da diagnose de fitovirus.
Price et al. (2010) padronizaram a metodologia de detec¢do do Wheat streak
mosaic virus (WSMYV) e Triticum mosaic virus (TriMV), por intermédio de
Multiplex Real-Time PCR. A técnica de microarranjos também representa um
avango para a diagnose, dada a sua eficiéncia e capacidade de deteccdo
simultanea de diferentes patogenos. De acordo com Lopez et al. (2010), a
padronizacdo da metodologia para a diagnose de fitopatdgenos quarentenarios ja

tem sido requisitada na Unido Europeia com certa urgéncia.
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Ainda varios exemplos de técnicas moleculares mais sensiveis que a RT-
PCR podem ser apresentados, entretanto, a eficiéncia da RT-PCR para fins
diagnosticos ¢ evidente e, embora ndo seja 0 método mais preciso dentre os
existentes, pode perfeitamente ser aplicado em testes de rotina para a diagnose
de fitovirus. As vantagens acima citadas ddo indicios de sua possivel utiliza¢ao
como método laboratorial rotineiro, entretanto, também, é fundamental salientar
a existéncia de fatores adversos que podem representar limitacdes ao emprego
desta técnica, mas estes, certamente, ndo superam em importancia as vantagens
apresentadas.

A utilizagdo da técnica de RT-PCR carece de uma padronizagdo e
otimizagdo para a sua aplicabilidade em testes de rotina realizados em
laboratérios (LOPEZ et al., 2010). Alvarez (2004) discute que os principais
problemas estdo relacionados as técnicas de amostragem utilizadas, bem como
ao manuseio das amostras que podem facilmente serem contaminadas. Também
¢ feita a afirmacg@o de que a realizagdo de testes laboratoriais rotineiros, baseados
na técnica de PCR, frequentemente t€ém uma precisdo menor que a esperada, em
virtude da presenca de inibidores enzimaticos presentes nas amostras, o que
requer a utilizagdo de novos componentes na reagdo, visando suprimir a
atividade inibidora presente. Além disso, o sucesso da PCR depende, também,
de importantes fatores como o tecido utilizado para a analise ou mesmo as
condi¢des fisioldgicas da amostra (MAES; GARBEVA; CREPEL, 1996). Uma
preocupacdo com relagdo a utilizagdo rotineira da RT-PCR ¢ o custo de sua
utiliza¢do, entretanto, quando comparado com outras técnicas os valores
despendidos para a realizagdo das analises foram medianos. Nesta mesma
comparagdo outros parametros como sensibilidade, especificidade, rapidez e
viabilidade das técnicas para deteccdo de virus e bactérias, também, foram
avaliados, sendo que o PCR classico obteve classificagcdo intermediaria

comparado com técnicas mais recentes (LOPEZ et al., 2010).
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Outro possivel problema que pode ocorrer na PCR ¢ o falso resultado
negativo, que pode ser atribuido a presenca de componentes inibidores da
polimerase, a degradagdo do DNA alvo e, também, a problemas com os
reagentes utilizados na reacdo (LOUWS; RADEMAKER; BRUIJN, 1999).
Neste caso, a solugdo para este problema ¢ a utilizacdo de amostras extras, com a
presenca comprovada do patdgeno, que atuardo como controles positivos das
reagdes, permitindo assim, um diagndstico, tanto negativo como positivo mais
seguro.

Os controles positivos tém grande importancia para a diagnose, visto
que ddo suporte ao resultado obtido. Entretanto, também, € necessario se
aperfeicoar a utilizagdo destes controles através da integracdao da sua utilizagao
com técnicas de diagnose mais modernas para auxiliar o processo de deteccao no
sentido de promover um aumento na sua eficiéncia, bem como na seguranca
fitossanitaria dos testes diagnosticos. Para isso a utilizagdo de controles positivos
compostos de plasmideos contendo fragmentos genomicos dos virus a serem
diagnosticados ¢ uma ferramenta de grande importancia, uma vez que ndo
permite a presenca da forma infectiva do virus. Esta caracteristica ¢ importante
visto que a dispersdo de virus, ainda, tem ocorrido de forma significativa,
mesmo com todos os aparatos tecnologicos disponiveis na atualidade. Um
exemplo deste fato foi constatado recentemente por Costa ¢ Ventura (2010),
reportando pela primeira vez a presenga do virus Turnip mosaic virus (TuMV)
em plantas de agrido no Brasil. Outro exemplo que pode dar uma boa visdo dos
riscos que a introdugdo de um virus representa ¢ ilustrado pelo que ocorreu com
o Pepino mosaic virus (PepMV). No ano de 1999, ainda, ndo se tinha
conhecimento do virus PepMV infectando plantas de tomate na Europa e hoje,
depois de uma década, este virus representa a principal doenca que afeta tomate
em estufas do mundo todo, incluindo varios paises europeus e de outros

continentes, dentre estes Canadd e Estados Unidos. Pesquisas conduzidas de
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2001 a 2003 em estufas demonstraram que os danos causados pelo virus podem
chegar a 38%, que representa um valor altamente significativo (COTILLON;
GIRARD; DUCOURET, 2002; FRENCH et al., 2001; HANSSEN et al., 2008;
HASIOW; BORODYNKO; POSPIESNY, 2008; LING et al., 2008; MAROON-
LANGO et al., 2005; MUMFORD; METCALFE, 2001; PAGAN et al., 2006;
VLUGT et al., 2000). Por isso a precisdao nos testes diagndsticos deve ser
sempre otimizada e mantida no mais alto padrao possivel, uma vez que a entrada
de um virus pode causar danos de proporgdes econdmicas elevada.

Com todas estas evidéncias fica clara a necessidade de métodos
diagnodsticos confiaveis e que a técnica de PCR/RT-PCR ¢é perfeitamente
passivel de ser empregada para a diagnose de virus quarentenarios em material
vegetal oriundo de importagdo pelo Brasil e, também, para avaliar quanto a

presenca de virus, os produtos brasileiros a serem exportados.

2.4 Breve descrigdo dos virus

2.4.1 Virus Quarentenarios

2.4.1.1 Arabis mosaic virus (ArMV)

Descrito por Smith ¢ Markham (1994), o ArMV é um virus que possui
como material genético RNA na forma de uma particula isométrica com cerca de
30nm de didmetro e pertencente ao género Nepovirus da familia Secoviridae.A
sua gama de plantas hospedeiras ¢ vasta (MURANT, 1981) e dentre as
principais plantas atacadas pode-se citar a videira, framboesa, morango, oliveira,
beterraba e ltpulo. A infecgdo por meio de sementes de vérias plantas, também,
¢ realizada. De acordo com o trabalho realizado por Schmelzer (1963), mais de

93 espécies pertencentes a 28 familias de dicotiledoneas foram infectadas por
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este virus. A sua transmissdo pode ser feita pelo fitonematdide Xiphinema
diversicaudatum (TRUDGILL et al., 1983) e, também, de forma mecénica.

As doengas causadas pela infecgdo por ArMV sdo nanismo amarelo da
framboesa, mosaico e crestamento amarelo de morango, enfezamento
mosqueado de cucurbitaceas, enfezamento clorético em alface e, também, causa
necrose em aipo, dentre outras (LOUDES et al., 1995; WETZEL et al., 2002). E
um virus de ocorréncia na Europa, mas atualmente ha relatos de sua ocorréncia

no Japao.

2.4.1.2 Pepino mosaic virus (PepMV)

Este virus foi descrito por Jones, Koenig e Lesemann (1980) infectando
plantas de meldo de arvore (Solanum muricatum) no Peru. PepMV pertence ao
género Potexvirus da familia Alphaflexiviridae, possui RNA fita simples
positivo como material genético em formato de particulas flexuosas filamentosas
de 508nm de comprimento ¢ 12,5nm de diametro. E transmitido por intermédio
de inoculacdo mecanica em muitas espécies de solandceas ¢ nenhum vetor ¢
conhecido para a disseminagdo deste virus, entretanto, abelhas polinizadoras
podem disseminar o virus. A transmissdo oriunda do contato planta a planta
ocorre facilmente e sua alta estabilidade pode estar contribuindo para sua rapida
dispersdo. A disseminagdo por meio de sementes, também, pode ocorrer, mas
em pequena escala, visto que o virus ndo estaria associado ao endosperma ou
embrido (KRINKELS, 2001). Dentre os sintomas exibidos em folhas jovens de
plantas de tomate pode-se citar mosaico, distor¢des, embolhamento e
enfezamento. Em batata a infec¢do por PepMV produziu mosaico atenuado e
mosqueado.

No ano de 1999 este virus foi encontrado em cultivos de tomate na

Europa (JORD’A et al., 2001a, 2001b; MUMFORD; METCALFE, 2001;
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ROGGERO; MASENGA; LENZI, 2001; VLUGHT et al., 2000) ¢ também foi
reportado na América do Norte (FRENCH et al.,, 2001). Com isto, a sua
importancia como fitopatogeno cresceu, fazendo com que o PepMV fosse
temido também em outros continentes devido aos potenciais danos que a sua
infec¢do pode causar.

Ja foi reportada a presenga de PepMV no Peru, nas regides Andina
Central ¢ Sul, na Europa, em paises como Alemanha, Italia, Espanha, Holanda,
Franca e Reino Unido, no Canada, EUA e China. Mais recentemente o PepMV
foi relatado na Bélgica e Polénia (HANSSEN et al.,, 2008; HASIOW:;
BORODYNKO; POSPIESZNY, 2008).

2.4.1.3 Potato virus A (PVA)

Descrito por Murphy e McKay (1932), o PVA ¢ um virus com RNA fita
simples, contendo particulas filamentosas com tamanho em torno de 730nm.
Possui hospedeiros apenas em solanaceas e estd distribuido na maioria dos
paises produtores de batata. Dentre os sintomas causados em solanaceas estao:
mosaico, clorose das nervuras, mosqueado, necrose, encarquilhamento e
enfezamento, dependendo da estirpe viral. Nos hibridos de batata A6 e SdA, o
virus causa varias lesdes locais (BARTELS, 1970; COCKERHAM, 1957;
KOHLER, 1953). Plantas infectadas com PVA podem apresentar perdas de
rendimento na ordem de 40%.

A transmissao pode ser realizada por sete diferentes tipos de afideos de
maneira ndo persistente, dentre estes ocorre de forma mais notavel por Aphis
frangulae, A. nasturtii e Myzus persicae (MACLACHLAN; LARSON;
WALKER, 1954).
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2.4.2 Nao quarentenarios

2.4.2.1 Cucumber mosaic virus (CMV)

Descrito por Doolittle (1916) e Jagger (1916), o CMV ¢ um membro da
familia Bromoviridae e é um dos mais importantes virus distribuido pelo mundo,
infectando mais de 1200 espécies de plantas distribuidas em 100 familias
diferentes (DOUINE et al., 1979; EDWARDSON; CHRISTIE, 1991). Possui
estrutura isométrica com cerca de 30nm e seu genoma ¢ constituido de trés
RNAs fita simples positiva e um RNA subgendmico, oriundo do RNA3, o qual ¢
responsavel pela sintese da capa proteica. A transmissdo pode ser feita por mais
de 80 espécies de afideos e Myzus persicae e Aphis gossypii sdo os mais
importantes (EDWARDSON; CHRISTIE, 1991). A transmissdo por meio de
sementes, também, foi constatada e a efici€ncia por esse meio de disseminagao
varia de 1 a 50% (PALUKAITIS et al., 1992), na semente o virus pode estar
associado ao endosperma, embrido ou tegumento. A transmissdo, por intermédio
do poélen, também, foi verificada. As sementes de plantas daninhas infectadas
com o virus representam grande importincia epidemioldgica (QUIOT;
LABONNE; QUIOT-DOUINE, 1983).

Os sintomas apresentados por plantas infectadas com CMV sdo
variaveis de acordo com o hospedeiro e com a estirpe viral e abrangem: lesdes
locais clordticas e necrodticas, mosaico e enfezamento, dentre outros. A sua
distribuicdo é ampla por todo o mundo tanto em paises situados em zonas
temperadas como nas tropicais (GIBBS; HARRISON, 1970; PALUKAITIS et
al., 1992).
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2.4.2.2 Lettuce mosaic virus (LMV)

O LMV, descrito por Jagger (1921), pertence a familia Potyviridae e
esta classificado dentro do género Potyvirus. E um virus que possui ssRNA+
encapsulado em uma particula tnica, de formato alongado ¢ flexivel, medindo
cerca de 750nm de comprimento por 13nm de didmetro.

A gama de hospedeiro ¢ ampla e abrange diversas familias de
dicotiledoneas, particularmente, dentro da familia Asteraceae varias espécies sao
suscetiveis (COSTA; DUFFUS, 1958). Os sintomas de LMV em alface
caracterizam-se por mosaico esbranquicado, mosqueado, distor¢des foliares,
amarelecimento e, principalmente, pela reducdo do crescimento. Isolados mais
agressivos do virus podem ocasionar manchas necroticas nas folhas e morte da
planta (CHUNG; AZEVEDO; COLARICCIO, 2004; STANGARLIN, 1995;
TOMLINSON, 1970).

A epidemiologia do LMV esta associada a transmissao por sementes de
plantas infectadas, a rapida disseminagao pelos afideos vetores e a ocorréncia de
grande numero de espécies da vegetagdo espontanea como hospedeiras naturais
do virus. Além disso, a pratica de plantios consecutivos propicia perdas de até
100% na cultura (DINANT; LOT, 1992; ZERBINI, 1995).

O virus ¢ amplamente distribuido em locais em que ocorre o cultivo de

alface (KRAUSE-SAKATE et al., 2002).

2.4.2.3 Potato leafroll virus (PLRV)

Descrito por Quanjer, Lek e Botjes (1916), o PLRV ¢ um virus do
género Polerovirus pertencente a familia Luteoviridae. Seu genoma ¢é
constituido de RNA e a estrutura da particula viral possui formato isométrico

com 24nm de didmetro. Das espécies infectadas por este virus as mais
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conhecidas estdo dentro da familia Solanaceae. Tém-se como hospedeiros fora
de Solanaceae: Amaranthus caudatus, Celosia argentea e Gomphrena globosa,
Nolana lanceolata, Capsella bursa-pastoris (THOMAS, 1984) e Montia
perfoliata (NATTI; KIRKPATRICK; ROSS, 1953; TAMADA; HARRISON;
ROBERTS, 1984; THOMAS, 1984). O virus ¢ transmitido de maneira
persistente por afideos dos quais Myzus persicae tem maior importincia e
eficiéncia na disseminacdo (HARRISON, 1984). As plantas infectadas com
PLRV apresentam: clorose internerval sist€émica, folhas com enrolamento e
enfezamento. A distribuicdo geografica do virus ¢ ampla e sua presenga ¢
comumente verificada em regides produtoras de batata. Alguns autores
verificaram a ocorréncia de doencas relacionadas a presenca do virus na
América do Norte, América do Sul e proximidades da Australia e Nova Guiné,
entretanto ha possibilidade de que outros virus estejam envolvidos no processo

infectivo (ALTSTATT; IVANOFF, 1945; COSTA, 1949; SUTTON, 1955).

2.4.2.4 Potato virus X (PVX)

Descrito por Smith (1931), o virus X da batata pertence a familia
Alphaflexiviridae e esta situado dentro do género Potexvirus. E um virus que
possui particulas filamentosas com 515nm de comprimento ¢ 13nm de didmetro.
Seu genoma ¢ formado de uma fita simples de RNA e senso positivo. Este virus
¢ capaz de infectar mais de 240 espécies de plantas em 16 familias diferentes. A
maior parte dos hospedeiros esta dentro da familia Solanaceae (PURCIFULL;
EDWARDSON, 1981). O PVX, também, ¢ facilmente transmitido de uma
geragdo para outra por tubérculos infectados e embora a principal forma de
disseminag¢do no campo seja de forma mecanica, ha relatos de que a transmissao
pode ser realizada pelo fungo Synchytrium endobioticum (NIENHAUS;
STILLE, 1965) e pelas cigarrinhas Melanoplus differentialis (WALTERS, 1952)
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e Tettigonia viridissima (SCHUMUTTERER, 1961). Os sintomas da infec¢do
por este virus em espécies diagnosticas sdo: mosaico atenuado em plantas de
batata causa e anéis sistémicos necroticos, mosaico ¢ mosqueado em diversos
hospedeiros. O virus tem ampla distribui¢do, sendo encontrado na maioria das

areas de cultivo de batata (SOUZA-DIAZ; IAMAUTI, 1997).

2.4.2.5 Potato virus Y (PVY)

Descrito pela primeira vez na Inglaterra por Smith em 1931 (BOKX;
HUTTINGA, 1981; BRUNT et al., 1996). O PVY pentence ao género Potyvirus,
familia Potyviridae e ¢ transmitido na natureza por diferentes afideos vetores,
principalmente Myzus persicae, de modo ndo persistente ou estiletar (SHUKLA;
WARD; BRUNT, 1994), entretanto a principal forma de disseminagdo deste
virus ocorre por meio de tubérculos infectados destinados a propagacdo
(SOUZA-DIAZ; IMAUTI, 1997). Seu genoma ¢ composto por uma unica
molécula de RNA de cerca de 10kb, linear, senso positivo, possuindo apenas
uma ORF. Este virus ¢ um importante patdégeno em solanaceas, principalmente,
em batata, pimentdo, tomate ¢ fumo (BOKX; HUTTINGA, 1981; GLAIS;
KERLAN; ROBAGLIA, 2001). Em plantas de batata o PVY causa mosaico
geralmente visivel em folhas mais novas, com os sintomas iniciando nas

nervuras (BOKX; BUS, 1996; ELLIS; STACE-SMITH; VILLIERS, 1997).

2.4.2.6 Squash mosaic virus (SqgMV)

Este virus descrito por Freitag (1941, 1956) e Lindberg, Hall ¢ Walker
(1956) ¢ um membro do género Comovirus dentro da familia Comoviridae. E
um virus que pode ser transmitido pelas sementes e por besouros crisomelideos

(Diabrotica spp. and Acalymma spp.) (FREITAG, 1956; LASTRA, 1968;
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SITTERLY, 1960; STONER, 1963), um besouro coccinelideo (COHEN;
NITZANY, 1963) e uma cigarrinha (STONER, 1963), infectando a maioria das
plantas no género Cucurbita e Cucumis (HAUDENSHIELD; PALUKAITIS,
1998; NELSON; KNUHTSEN, 1973). Assim como outros comovirus, o SqQMV
tem um genoma de RNA bipartido senso positivo com RNA1 e RNA2, os quais
estdo separadamente encapsidados em particulas isométricas de 28nm de
didmetro. Os sintomas produzidos em abobrinha (Cucurbita pepo) sio o
mosaico severo e deformagdes foliares. Em Cucumis sativus ocorre clorose
sist€émica nas nervuras ¢ manchas amareladas (RAMOS; LIMA; GONCALVES,
2003).

2.4.2.7 Tobacco mosaic virus (TMV)

Descrito por Mayer em 1886, 0 TMV ¢ um virus pertencente ao género
Tobamovirus dentro da familia Virgaviridae que contém como material genético
RNA fita simples, senso positivo e as particulas virais se apresentam em formato
de bastdes rigidos com 300nm de comprimento € 9nm de espessura. A gama de
hospedeiros ¢ vasta, este virus afeta pelo menos 199 espécies de plantas
distribuidas em 30 familias diferentes (SHEW; LUCAS, 1991). Os sintomas
exibidos pelas plantas infectadas por TMV incluem clorose nas nervuras,
mosaico, necrose, nanismo ¢ distor¢des foliares (TANZI; BETTI; CANOVA,
1986). A transmissdo ocorre eficientemente de forma mecénica, visto que o
virion possui grande estabilidade (CHITRA et al., 1999; GULSER; KUTLUK;
CANDEMIR, 2008; PARES; GUNN; KESKULA, 1996). Como os demais
Tobamovirus, o TMV pode ser veiculado pelas sementes, ficando as suas
particulas aderidas na parte externa da mesma, uma vez que ndo sao capazes de
infectar os tecidos do embrido (BROADBENT, 1965; JOHANSEN;
EDWARDS; HAMPTON, 1994; TAYLOR; FROGAN; KIMBLE, 1961). O
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TMV ¢ um virus amplamente distribuido no mundo (REGENMORTEL et al.,
2000).

2.4.2.8 Tomato mosaic virus (ToMV)

Descrito por Clinton (1909), o ToMV ¢ um virus pertencente ao género
Tobamovirus situado dentro da familia Virgaviridae que contém como material
genético RNA fita simples, senso positivo e as particulas virais se apresentam
em formato de bastdes rigidos com 300nm de comprimento ¢ 18nm de
espessura. E um virus amplamente distribuido no mundo e que causas
importantes perdas econdmicas na cultura do tomate em varios paises. A sua
transmissao ¢ realizada apenas mecanicamente. O maior agente responsavel pela
disseminagdo deste virus € o proprio homem, introduzindo o virus por meio de
sementes contaminadas e ou mudas infectadas com o virus (BROADBENT,
1965). Os sintomas causados pelo ToMV incluem lesdes necroticas locais,
clorose e enfezamento e ainda podem ocorrer manchas necroticas e distor¢des
foliares (JONES et al., 1991). A distribui¢do deste virus no mundo
provavelmente acompanha a presenga de area de cultivo do tomate

(REGENMORTEL et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Virologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), situado no Departamento de
Fitopatologia (DFP).

3.1 Obtencéo dos isolados virais

Os virus enquadrados na categoria de pragas ndo quarentenarias
regulamentadas (PNQR) foram oriundos do Centro de Indexagdo de Virus de
Minas Gerais (CIV-MG) e da empresa Sakata, que forneceu o isolado de ToMV.
Foram escolhidos por serem virus transmissiveis pelas sementes (ToMV, TMV,
LMV, SgMV e CMV) e por serem considerados pragas ndo quarentenarias
regulamentadas (PNQR) na cultura da batata (PVX, PVY e PLRV). Os virus
quarentenaros foram provenientes da Holanda, tendo sido doados pelo Dr. Dick
Peters e pelo Dr. René van der Vlugt, na forma de RNA total extraido de plantas

infectadas.

3.2 Desenho dos primers

Os pares de primers foram desenhados flanqueando o gene do capsideo
dos virus eleitos, tomando-se como base as sequéncias disponiveis no GenBank.
Para a sele¢do das regides mais conservadas, as sequencias gendmicas dos
isolados virais selecionados foram alinhadas com o auxilio do programa
ClusatalW. Apos a clonagem e sequenciamento do fragmento amplificado, foi
desenhado um segundo par de primers, na regido interna do gene do capsideo,
com a finalidade de amplificar um fragmento contendo de 300 a 800 pb, para ser

empregado nos testes diagnosticos. Foram escolhidas as regides mais
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conservadas do genoma e os primers foram analisados com relagdo a sua
capacidade de formagdo de homodimeros, heterodimeros, propor¢do de CG ¢ a
formagdo de hairpin, com o auxilio do programa OligoAnalyzer. Os primers
foram, ainda, submetidos a uma comparagdo com os genomas depositados no
GenBank por meio do programa BLAST (BLAST..., 2010), visando observar a

sua especificidade com o genoma viral alvo.

3.3 Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido por meio do método do Trizol (AUSTRALIA
FOOD AND GROCERY COUNCIL - AFGC, 2005). Nesta metodologia folhas
jovens, infectadas (lg), foram maceradas em almofariz na presenca de
nitrogénio liquido e ao p6 obtido, foram adicionados SmL da solucdo de Trizol
(380 mL/L de Fenol insaturado; 118,16g de Guanidina tiocianato, 0,8M; 76,12g
de Amonia tiocianato, 0,4M; Acetato de sodio 33,4mL, 01M; Glicerol 50mL e
agua ultra pura). Apds homogeneizagao, os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 5 minutos e submetidos a centrifugacdo a 12.000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo transferido para outro tubo e o pellet
descartado. Em seguida foram adicionados 300uL de cloroférmio em cada tubo,
estes foram agitados em vortex e deixados em temperatura ambiente por 3
minutos. Para finalizar a separacdo das fases, os tubos foram centrifugados a
12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Cuidadosamente a fase aquosa foi pipetada e
transferida para outro tubo, onde foram adicionados isopropanol e¢ 0,8M de
citrato de sodio/1,2M de NaCl, na quantidade de "2 do volume da fase aquosa,
misturando-se gentilmente por inversao e deixando-se em temperatura ambiente
por 10 minutos, para a precipitagdo do RNA. Posteriormente os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o pellet lavado com 300uL de etanol a 70%. Apods centrifugagdo a 12.000 rpm
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por 10 minutos a 4°C e descarte do sobrenadante, o pellet foi secado a vacuo por
2 minutos e ressuspendido em 25ul de agua ultra-pura, tratada com dietil
pirocarbonato (DEPC). Ao final da extra¢do, os RNAs foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 0,7%.

3.4 RT-PCR

O cDNA foi sintetizado utilizando-se os primers antisenso, listados no
quadro 1 e a enzima transcriptase reversa M-MLV RT da Promega, por meio da
seguinte mistura: SpuL. de tampdo da enzima (5x), 2uL. de INTP, 10mM, 1pL de
DTT, 1p do primer antisenso 10pM, 0,8uL de M-MLV RT, 5uL do RNA total e
agua ultrapura com DEPC para completar o volume total de 20uL. A reagdo foi
realizada mediante a incubag¢do da mistura em termociclador por 60 minutos a
42°C e 5 minutos a 95°C, apos esta etapa os tubos foram transferidos para um
recipiente contendo gelo.

Para a PCR foram utilizados 1puL do cDNA, 10uL do tampao da enzima
(5%), 2uL de MgC12, 25mM, 1uL de ANTP, 10mM, 1,5uL de primer, 0,25uL da
enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) e 32,75uL de agua ultrapura
tratada com DEPC. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em

gel de agarose a 0,7%.

3.5 Preparo das células competentes para a realizacdo da clonagem

As células competentes (DHS5[]) foram mantidas no gelo até
descongelarem totalmente. Com uma alga de repicagem estéril, as células foram
estriadas em placa Petri contendo meio LB sélido sem ampicilina. A placa foi,
entdo, incubada a 37°C por cerca de 15 horas. Das colonias crescidas, trés delas

foram selecionas e transferidas para um erlenmeyer de 500mL, contendo 100mL
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de meio SOB e colocado sob agitagdo (150rpm) a 37°C por duas horas e
reduziu-se a temperatura para 18°C até que a ODg0=0,600 fosse atingida, o que
leva em torno de 30 horas. Apos atingir o valor desejado, as células foram
incubadas no gelo por 10 minutos, seguido por centrifugacdo a 4000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet resultante foram
adicionados 30mL de meio TB resfriado em gelo. Os tubos contendo as células
ressuspendidas em meio TB foram entdo incubadas em gelo por 10 minutos.
Novamente foi realizada uma centrifugacdo a 4000 rpm e 4°C por 10 minutos. O
pellet foi ressuspendido em 8 mL de meio TB e a adicdo e 7% de DMSO gelado
foi feita, seguida por incubag@o por 10 minutos em gelo. As células foram entao
aliquotadas em microtubos de 1,5mL, colocando-se 100pL por microtubo. Apos
a adicdo das células os microtubos foram imediatamente transferidos para
recipiente contendo nitrogénio liquido seguido por armazenagem em ultra

freezer a -80°C.

3.6 Clonagem e sequenciamento dos fragmentos gendémicos virais

Os produtos frescos de PCR foram purificados, empregando-se os kits
comerciais de purificagdo de DNA a partir de gel de agarose e, também,
diretamente do produto de PCR (Promega: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System e NORGEN: PCR Purification Kit ¢ DNA Gel extraction kit) e clonados
no plasmideo pGen T-easy (Promega). A reagdo de ligagdo dos fragmentos
gendmicos ao vetor de clonagem e todo o processo de clonagem foram
realizadas seguindo-se a recomendacao do fabricante. Apos a transformacao das
células competentes de Escherichia coli estas foram plaqueadas em meio LB
solido e em seguida multiplicadas em meio LB liquido contendo ampicilina.
Apés a multiplicagdo das bactérias os plasmideos foram purificados

empregando-se a técnica de lise alcalina (SAMBROOK; FRITSCH;
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MANIATIS, 1989). Os plasmideos contendo os fragmentos de interesse foram
liofilizados e enviados para a empresa corecana Macrogen, onde foi realizado o
sequenciamento gendmico. As sequéncias obtidas tiveram suas identidades
confirmadas por meio de comparagdo com sequéncias depositadas no GenBank

por meio da utilizagcdo do programa BLAST.

3.7 Extracdo de DNA plasmidial e restricdo enzimatica

Para a extragdo do DNA plasmidial, as bactérias transformadas crescidas
em meio liquido foram decantadas por meio de centrifugacdo (12000 x RPM por
10”) em microtubos de 1,5 mL, ap6s a decantagdo o sobrenadante foi
descartado, deixando-se de 50 a 100uL necessarios para a ressuspensao do pellet
por meio de vortex. As células ressuspendidas foram adicionados 300pL do
tampao TENS (0,5mL de Tris-HCI pH8 a 1M, 0,5mL de NaOH a 10N, 1,25 mL
de 20% SDS e completou-se o volume para SO0mL com agua ultra pura), seguido
por homogeneiza¢do por vortex. Na etapa seguinte adicionou-se 150ul. de
NaOAc pH5,2 a 3M e a mistura foi homogeneizada novamente. Um spin a
12000 rpm por 5’ minutos foi realizado para decantagdo dos restos celulares e
DNA cromossomal. O sobrenadante resultante foi transferido para outro
microtubo, no qual foram adicionados SuLL de RNAse A, seguido por incubagdo
por 25 minutos a 37°C. Apds incubagdo foram adicionados 200uL de PCI (50
uL de fenol saturado, 50 uL de cloroférmio e 1,2mL de alcool isoamilico),
posteriormente, os tubos foram novamente centrifugados (12000 rpm por 5°) e
200uL  do sobrenadante foram adicionados em um novo tubo. A adigdo de
900uL de etanol gelado foi realizada, bem como a homogeneizagdo (vortex por
Ssegundos) e centrifugacdo (12000 rpm por 5°) desta mistura. O pellet gerado
foi enxaguado em 400puL de etanol a 70% por meio de uma breve centrifugacao

(12000 rpm por 107). A etapa final consistiu de secagem do pellet e
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ressuspensdao deste em 40ul de agua ultra pura. 1pL do produto final foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,7%.

A restricdo enzimatica foi realizada com a enzima EcoRI em um mix de
reacdo contendo 1uL de tampdo 10x, 1 pL da enzima, 2 uL da amostra ¢ 6 puL
de agua ultra pura, totalizando um volume final de 10uL. Apods a mistura dos
componentes da reagdo, esta foi incubada a 37°C por duas horas. Ao final deste
periodo de incubag¢dao 1 puL da amostra foi submetido & eletroforese em gel de
agarose a 0,7%. Para efeito comparativo, juntamente com a amostra submetida a
restri¢ao, o produto de PCR, o produto de PCR purificado e o plasmideo integro

contendo o fragmento, também foram aplicados no mesmo gel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenho dos primers

O trabalho foi conduzido utilizando-se onze virus diferentes. Para cada
um dos virus foram desenhados dois pares de primers com o objetivo de
amplificar total e parcialmente o gene da capa proteica. Os primers foram
desenhados contendo de 15 a 19 nucleotideos. Para todos os primers a
amplificagdo ocorreu da forma esperada. Os fragmentos gendmicos
amplificados, abrangendo completamente o gene da capa protéica, produziram
bandas variando de 782pb a 1794pb e os fragmentos contidos dentro da capa
foram de 335 a 642pb. As temperaturas de anelamento foram variaveis,
entretanto, ndo houve grande discrepancia em torno da média de 46°C. Os
desenhos foram realizados baseados em sequéncias gendmicas depositadas no
GenBank. Gaspar et al. (2008), utilizaram o mesmo método para o desenho de
um primer degenerado apto a detec¢do de espécies de Carlavirus e obtiveram
sucesso. No trabalho citado, as sequencias foram obtidas no GenBank, alinhadas
utilizando-se o programa ClustalW e a comparacdo final foi feita por meio do
programa BLAST, assim como foi feito neste trabalho. Outros programas
poderiam ser utilizados para este fim, entretanto os selecionados foram
eficientes. Lemoine, Combes e Crom (2009), avaliaram a utilizacdo de diversos
programas para a confec¢do de primers e proveram, em seu trabalho, suporte
para a escolha daquele mais adequados, considerando-se sempre o tipo de
primer e o objetivo para o qual foi designado. As sequéncias dos primers

desenhados neste trabalho estdo descritos no quadro 1.



Quadro 1 Lista de primers especificamente desenhados
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Virus | Sentido | Primers
Primers que flangueiam a capa proteica
PLRV Forward | 5> GGAAGTTCAAGCCTCG 3’
PLRV Reverse | 5 TCTGGGGAGTTGGAG 3’
CMV Forward | 5> TCATGGATGCTTCTCC 3’
CMV Reverse | 5 GCTGGATGGACAACC 3’
LMV Forward | 5> CCAGCAAGGAAGCCAG 3’
LMV Reverse | 5° GGGAGAGAATACTAACGG 3’
PVX Forward | 5> CAACGGMAAGAACGCAGC 3’
PVX Reverse | 5 CATACAATCAAACCAG 3’
PVY Forward | 5> CAGGAAGGRAARGCTCC 3’
PVY Reverse | 5° GCCAAAATACTTACTGC 3’
SqgMV Forward | 5' TTTGACGGCATGGTC 3'
SqgMV Reverse | 5' GGAAAGAAGCCACAAC 3
T™MV Forward | 5° GTTGATGAGTTCATGG 3’
™V Reverse | 5 GTGGAGGGAAAAACAC 3
ToMV Forward | 5 CCAATGTCGGTTAGACTCG 3’
ToMV Reverse | 5° CGCTCCAAGACACTAC 3’
PVA Forward | 5> GGGATAGATCACATG 3’
PVA Reverse | 5° CCCACTCAAACTCAC 3’
PepMV Forward | 5> CAGGYCATCATTGAC 3’
PepMV Reverse | 5> TAGAAAACCCCACTC 3
ArMV Forward | 5> TGGCATGGGARAATG 3’
ArMV Reverse | 5" GTCCAACAAGGCAAG 3’
Primers amplificando dentro da capa protéica
CMV-C 499F Forward | 5> ACTATTAACCACCCAACC 3’
CMV-C 499R Reverse | 5> ACTGGGAGCACYCCAG 3’
LMV-C 594F Forward | 5 CAAAGGCAATCACACAG 3’
LMV-C 594R Reverse | 5" TTCTCTTCCTGGGTTG 3’
PVY-C 552F Forward | 5" CCAAAATGAGAATGCCC 3’
PVY-C 552R Reverse | 5' TCCAACCCGAAAAGTCG -3'
PVX-C 519F Forward | 5> ACMAATGAGGACCTC 3’
PVX-C 519R Reverse | 5° GCATCTAGGCTGGCAAAG 3’
ToMV-C 430F Forward | 5' CTCCATCGCAATTTGTG -3'
ToMV-C 430R Reverse | 5' CCCAGACATACTTTC -3'
ATMV-C 628F Forward | 5' CCACTGGAATATGAC -3'
ArMV-C 628R Reverse | 5' CCACTGGAATATGAC -3'
SqMV-C 404F Forward | 5' GGATGGTTCGYACGCC -3'
SgMV-C 404R Reverse | 5' TCTATGGCAATTTCC -3'
PLRV-C 601F Forward | 5' TGAGTACGGTCGTGG -3'
PLRV-C 601R Reverse | 5' CCTGATGGTGACTCTG -3'
PepMV-C 579F Forward | 5' ATCCYAATACAGCTCC -3'
PepMV-C 579R Reverse | 5' CCCATGTGWCCACGT -3'
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Quadro 1, conclusio

PVA-C 642F Forward | 5' GACTCATTCAGTACC -3'
PVA-C 642R Reverse | 5" ACATCCGTTGCTGTGTG -3'
TMV-C 355F Forward | 5' TCAAACACARCAAGC -3'
TMV-C 355R Reverse | 5' AGGTCCARACCAMCCCAG -3'

4.2 Sintese dos cDNAs e amplificacdo do genoma via RT-PCR

Os cDNAs foram sintetizados a partir da reacdo de transcrigao reversa,
seguindo as recomendagdes do fabricante e os resultados obtidos na reagdo de
RT-PCR estio expostos na figura 1.

Os primers empregados permitiram a amplificacdo das bandas
esperadas para os virus € o nimero de pares de bases correspondente e a
temperatura de anelamento adequada para cada virus foram: CMV= 872pb e
50°C, ToMV= 783pb e 49°C, PVX= 1050pb e 45°C, PVY= 1013pb e 45°C,
PLRV=839pb e 50°C, LMV=1049pb e 45°C, TMV=782 e 49°C,
SqMV=822pb e 49°C, PepMV=905pb ¢ 50°C, PVA=1025pb e 50°C e
ArMV=1794pb e 48°C (Figura, 1).
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Figura 1 Analise eletroforética em gel de agarose referente aos produtos de RT-
PCR. I=marcador 1kb, 2-12= CMV, ToMV, PVX, PVY, PLRYV,
LMV, TMV, SqMV, PepMV, PVA ¢ ArMV

O tamanho do amplicon gerado foi variavel de acordo com a espécie
viral, em decorréncia das diferentes extensoes do gene do capsideo e em fungao
da disponibilidade de regides conservadas nos genomas virais para o
procedimento do desenho dos primers. O programa utilizado no termociclador
para a PCR foi o seguinte: 95°C por 2’, 95°C por 457, temperatura de
anelamento por 1°, 72°C por 1°, 72°C por 5’ e 4° por tempo indeterminado. A
unica exceg¢do foi com relagdo ao virus ARMV, para o qual o tempo de extensdo

foi acrescido em vinte segundos.

4.3 Clonagem e verificacdo da clonagem

As clonagens dos fragmentos nos plasmideos foram realizadas com
sucesso, tendo o fragmento clonado sido checado por restrigdo enzimatica com
EcoRI (Figura, 2) e, também, por PCR realizado diretamente dos plasmideos

(Figura, 3). Para fins comparativos, além do marcador de 1kb utilizado no
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primeiro pogo, cada gel teve a presenga do produto de PCR e/ou produto de PCR
purificado para que seja verificada a coincidéncia entre as bandas geradas por
meio da restri¢do. O plasmideo integro, contendo o fragmento dos respectivos
virus, também, foi observado na eletroforese, sempre no penultimo pogo a
direita. O pogo mais & direita contém o produto gerado pela reagdo de restricao

enzimatica.

SR
ORI

Figura 2 Restri¢do enzimdtica dos plasmideos contendo o fragmento de
interesse. A a L corresponde aos virus TMV, PVY, LMV, ToMV,
PMMoV, SgMV, PepMV, CMV, PLRV, PVX, PVA, ArMV,
respectivamente. 1=marcador 1Kb, em seguida produto de RT-PCR
e/ou produto de RT-PCR purificado, plasmideo integro ¢ plasmideo
clivado por EcoRI. M e N) PCR realizado diretamente dos
plasmideos contendo os fragmentos dos virus PVA e ArMV,
respectivamente
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Foi realizada, também, uma PCR diagndstica com o intuito de testar os
plasmideos como controles positivos. Para isto, folhas de plantas infectadas com
os virus foram coletadas ¢ o RNA total foi extraido. Estes RNAs foram
submetidos a transcri¢do reversa e a PCR. A reac¢ado foi realizada utilizando-se
dois tubos para cada um dos virus, em um tubo foi adicionado o cDNA obtido
por meio da transcri¢do reversa do material coletado e no outro tubo o plasmideo
contendo o fragmento genOmico correspondente ao virus, que atuou como
controle positivo da reagdo. A coincidéncia da altura entre as bandas indica o

sucesso do processo diagnostico (Figura 3).
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Figura 3 Analise eletroforética em gel de agarose dos produtos de PCR gerados
a partir da utilizacdo de cDNA e realizados diretamente dos plasmideos
contendo fragmentos virais. 1= marcador 1kb, 2-23= correspondem aos
virus CMV, ToMV, PVX, PVY, PLRV, LMV, TMV, SqMV, PepMV,
PVA e ArMV, respectivamente, sendo que para cada virus dois pogos
foram utilizados, o primeiro contendo produto de PCR gerado por
c¢DNA ¢ o segundo pogo feito com plasmideos
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4.4 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Os onze plasmideos contendo o gene da proteina capsidial dos virus
foram sequenciados e comparados com os genomas disponiveis no GenBank,
tendo apresentado altos valores de identidade com os respectivos virus
empregados. Novos primers, baseados nas sequéncias obtidas foram, entdo,
desenhados.

Uma PCR foi realizada para verificar a aptiddo dos novos pares de
primers que amplificam um fragmento gendmico situado dentro do gene da capa
proteica dos respectivos virus. Para todos os 11 virus ja clonados em plasmideos
os novos pares de primers amplificaram os fragmentos no tamanho esperado
(Figura, 4). A PCR de todos os virus foi realizada, de acordo com a seguinte
programagdo em termociclador: 95°C por 2°, 95° por 45°°, temperatura de
anelamento por 1°, 72° por 1°, 72° por 5’ e 4° por tempo indeterminado. O
segundo, o terceiro e o quarto passo, correspondentes ao ciclo, foram realizados
35 vezes. A temperatura de anelamento foi diferente para alguns pares de
primers empregados. As temperaturas utilizadas para os virus CMV, LMV,
PVY, PVX, ToMV, SqMV, PLRV, PepMV, PVA, TMV e ArMV, foram
respectivamente (em °C): 49, 46, 46, 46, 50, 42, 46, 46, 42, 46 ¢ 47. Os
fragmentos gerados foram do seguinte tamanho: CMV= 499pb, LMV= 594pb,
PVY= 552pb, PVX= 519pb, ToMV= 430pb, SQMV= 404pb, PLRV= 601pb,
PepMV= 579pb, PVA= 642pb, TMV=335pb ¢ ArMV= 628pb.
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Figura 4 Analise de reagdo de PCR em gel de agarose (0,7%) utilizando os
primers que amplificam fragmento dentro do gene da capa protéica
dos virus clonados em plasmideos. Os numeros de 1 a 12
correspondem respectivamente aos virus: CMV, LMV, PVY, PVX,
ToMV, SqMV, PLRV, PepMV, PVA,TMV ¢ AtMV
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A proposta deste trabalho foi iniciar a formacdo de um banco de
plasmideos para fins diagnosticos e, embora seja possivel citar diversos
trabalhos em que a clonagem de fragmentos gendmicos em plasmideos foi feita,
existem poucos relatando sobre o uso de vetores de clonagem como ferramenta
para utilizagdo direta na deteccdo de fitopatogenos. Ha et al. (2008) utilizaram a
clonagem como forma de preservar fragmentos genOmicos para posterior
averiguagdo da aptiddo de seus primers na detecgdo de Potyvirus por PCR. Na
area clinica o desenvolvimento de novas metodologias para detec¢do de virus
em humanos, por meio de qPCR, também, tem feito o uso de plasmideos, como
descrito no trabalho de Gavrilova et al. (2010), que visaram padronizar uma
técnica eficiente, rapida e especifica para a detecgdo do Cowpox virus (CPXV).
E, em um exemplo mais proximo do uso de plasmideos para diagnose de
fitopatogenos, a clonagem, também, foi utilizada por Wang et al. (1999) com o
objetivo de expressar o gene da capa proteica do Lily symptomless virus (LSV) e
prover subsidio para o desenvolvimento de novas tecnologias relativas a
deteccdo de fitovirus. Entretanto, as formas utilizadas nestas pesquisas diferem
do objetivo principal deste trabalho.

A detecgdo rapida e eficiente de fitovirus ¢ uma preocupacdo mundial,
especialmente, tratando-se de fitopatogenos quarentenarios. Este cenario ¢
preocupante ¢ traz a tona a necessidade de medidas preventivas. Uma opgao ja
levada em consideragdo por paises da unido europeia € a realizacdo de um
diagnostico, ndo apenas baseado em uma técnica de deteccdo, mas sim gerado
considerando a integragdo de técnicas sorologicas e moleculares,
proporcionando um suporte mais confiavel para o resultado final obtido (LOPEZ
et al., 2010). Porém, esta integragdo no caso de virus quarentenarios seria sem

sentido, baseado no proposito deste trabalho, pois, a utilizagdo de outra técnica
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além da molecular, necessitaria da presenca do patdgeno integro para servir
como controle positivo para outros métodos que atuariam como suporte.
Entretanto, este impedimento ndo ocorre para virus ndo quarentenarios, em que
esta integracdo certamente seria vantajosa do ponto de vista diagnostico.

Ainda ¢ necessario dar continuidade a este trabalho e padronizar de
forma mais especifica a utilizacdo dos plasmideos construidos como método
diagnostico, bem como adquirir novos virus e formar um banco de controles
positivos mais amplo e representativo, entretanto, o objetivo proposto foi
cumprido e uma ferramenta a ser utilizada em testes diagnoésticos por RT-PCR,
dando um suporte de forma eficiente e pratica, com a possibilidade de emprego
em testes rotineiros, foi disponibilizada. Além das facilidades referentes aos
testes em si, a manutencao dos controles positivos providos é pouco trabalhosa e
relativamente barata, sendo, portanto, uma op¢ao altamente recomendavel para a
utilizagdo proposta. A metodologia prové auxilio pra uma diagnose mais
eficiente de virus quarentenarios e de importantes virus ja presentes no Brasil e a
sua utilizacdo certamente se refletira em uma maior seguranca relativa a

diagnose de fitovirus.
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6 CONCLUSAO

A utilizagdo de plasmideos contendo o gene do capsideo dos seguintes
virus: ArtMV, PepMV, PVA, PLRV, PVY, PVX, ToMV, TMV, SgMV, CMV ¢
LMV para emprego em testes de diagnose por meio da técnica RT-PCR,
revelou-se uma eficiente ferramenta para uso como controle positivo. Além da
possibilidade de multiplicagdo e armazenamento indefinidos, eliminando o risco
de acidentes laboratoriais que resultam na disseminac¢do do patdégenos em areas
isentas, dispensa o trabalho de manutencdo do patdégeno em plantas infectadas

sob condigoes de casa-de-vegetacao.
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