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DIFICULDADES E LIMITACOES EM TESTE SOROLOGICO E
MOLECULAR UTILIZADOS PARA DIAGNOSE VIRAL EM Solanum
lycopersicon

Resumo

A cultura do tomateiro destaca- se como uma das solandceas de maior produtividade
tanto no Brasil quanto no mundo. Sua importancia esta relacionada tanto a questdes
nutricionais, quanto socioecondmicas. Entretanto, varios problemas podem ocasionar
perdas severas na produtividade de tal cultura, destacando-se a suscetibilidade por
infeccgdes virais, geralmente transmitidas por insetos vetores. Nosso objetivo foi realizar
diagnose de géneros de virus fitopatogénicos em amostras de tomate sintomaticas
presentes em uma area produtora de tomate no Nucleo Rural Taquara, Planaltina DF,
utilizando o teste sorolégico (Dot-ELISA) e Molecular (RT PCR). Assim também,
relatar acerca das dificuldades e limitacGes encontradas no decorrer da pesquisa

Amostras foliares de tomate sintomaticas para fitoviroses foram coletadas em area de
produtor rural no Nucleo rural Taquara DF. No total, Trinta e seis amostras foram
levadas para o Laboratério de Virologia vegetal a fim de realizar os testes de diagnose
viral. O primeiro teste realizado foi o teste soroldgico Dot-ELISA, na qual foram
utilizados anticorpos especificos PVY e PEPMV para deteccdo de Potyvirus e GRSV
TCSV, TSWV para detecgdo de Orthotospovirus. Das Trinte e seis amostras, apenas
sete reagiram para os anticorpos utilizados na deteccdo de Potyvirus, Ja em relacdo aos
anticorpos utilizados para deteccdo de Orthotospovirus apenas quatro amostras
reagiram, sendo assim positivas. O RNA viral de todas as amostras que tinham dado
positivas no teste sorologico foi extraido pelo método TRizoi® a fim de realizar a
deteccdo molecular. Em seguida, realizou-se uma Transcri¢do Reversa a fim de produzir
DNA complementar, seguida de uma RT-PCR utilizando primers especificos, para
detectar Potyvirus e Orthotospovirus. O resultado do teste molecular nao foi o esperado,
pois observamos a auséncia de bandas nos géis, e ndo amplificagdo do produto de PCR.
Assim foi necessario realizar um novo teste, com outras amostras, para fins de
comparagdo. Com isso, nosso trabalho evidencia, ambos os testes de detec¢do possuem
algumas limitacGes, sendo necessario cuidados essenciais para que possamos obter o0s

resultados eficazes.

Palavras chave: Diagnose viral; Solanum lycopersicon; Limitacdes
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1. Introducao

O tomate (Solanum lycopersicun) é uma das solanaceas de maior importancia
tanto no Brasil quanto no mundo. Sua importancia se da tanto por questfes nutricionais,
pois é fonte de varias vitaminas, tais como vitaminas A e C (ALVARENGA e
COELHO, 2013), além de ser rico em compostos antioxidantes naturais (ILAHY et al.,
2011). Essa solanécea estd constantemente presente na mesa dos consumidores, seja na
forma in natura nas saladas e também na forma processada como em concentrados e
molhos de tomate (VILELA et al.,2012).

Outra grande importancia da tomaticultura se deve a sua relevancia
socioecondmica, pois sua alta produtividade apresenta grande potencial de rentabilidade
ao produtor, assim como seu cultivo contribui para a geracdo de empregos no setor de
producéo (IBGE, 2009).

Alguns fatores podem contribuir na perda de produtividade da cultura do
tomateiro, sendo os mais comuns a infeccdo por fitopatdgenos, microrganismos, como
fungos, bactérias, virus e nematoides, com potencial de causar doengas em plantas.
Outros fatores destacam-se a falta de nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento e

crescimento, bem como devido a presenca de plantas daninhas nas areas de cultivos.

Na cultura do Tomateiro, um dos principais fitopatdgenos que tem causado
problemas drésticos, prejudicando seu potencial produtivo, é devido infeccdo de
fitoviroses. Normalmente, os virus de plantas sdo disseminados na natureza por
diferentes organismos vetores, sendo 0s insetos 0 grupo mais importante. Dentre 0s
insetos, 0s vetores em geral sdo sugadores como pulgdes, cigarrinhas, membracideos,
cochonilhas, tripes e moscas-brancas (KITAJIMA & REZENDE, 2004).

EIRAS_(2004) afirma que entre os principais 0s géneros de virus que acomete
a cultura do tomateiro, destacam-se o género Begomovirus transmitidos por mosca
branca Orthotospovirus transmitidos por tripes e Potyvirus transmitidos por pulgdes. De
acordo com JOYCE e TAKEMATSU_(2010) as moscas brancas sdo insetos sugadores,
que geralmente na forma larval e jovem sdo encontrados na fase abaxial das folhas,
sendo transmissores de Begomovirus. Ja 0s tripes sdo insetos muito pequenos que
possuem a capacidade de sugar a seiva de folhas e flores, causando estrias e deformacoes,

transmitindo assim virus do género Orthotospovirus, provocando a doenca do vira cabega do
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tomateiro. Em relacdo aos pulgdes, séo insetos sugadores de tamanho reduzido, que podem
transmitir virus de plantas doentes para sadias, normalmente sdo transmissdes de virus do
género Potyvirus. Assim, PETERSEN et al., (2019) relata que o conhecimento de como
0 vetor atua é essencial para obter estratégias de controle eficazes, de modo a controlar
sua infestacdo, e reducdo de possiveis perdas na produtividade devido a transmissdo das

fitoviroses.

Os sintomas decorrentes da infeccdo viral nas plantas tendem a ser variados. A
manifestacdo destes, podem ser como mosaico, clorose; necrose; deformacéo foliar,

além de nanismo e presenca anéis cloroticos nos frutos (NAGATA, et al., 2005).

Dentro da area da Fitopatologia, técnicas moleculares e imunoldgicas séo
utilizadas nas diagnoses das diversas doencas de plantas. Segundo Rezende et al.
(2011), o diagndstico se refere na identificagdo de uma doenca e do seu agente causal,
com base nos sintomas e sinais. Assim, a diagnose correta pode auxiliar produtores e
profissionais a evitar erros prejudiciais a cultura, levando a recomendacdo adequada de

medidas de controle, principalmente no uso de agrotéxicos (EMBRAPA, 2008).

No tomateiro € possivel diagnosticar as doencas de virus com carater
fitopatogénicos inicialmente por anamnese, através da analise de sintomas, e do
historico dessas plantas, assim também utilizando testes soroldgicos (Dot-ELISA) e
testes moleculares (RT PCR). No teste Dot-ELISA, anticorpos especificos produzidos
para um determinado grupo de virus sdo empregados na sua deteccdo. Nesta reacdo, as
particulas virais presentes no extrato preparado pela maceracdo de tecido vegetal

infectado em tampéo sdo utilizadas como antigeno (LIMA e FAJARDO, 2012).

O resultado deste teste é determinado por uma reacdo enzimatica de enzimas,
como a fosfatase alcalina e peroxidases conjugadas ao anticorpo, atuando sobre um
substrato especifico (NICKEL; FAJARDO, 20015). A avaliacdo é realizada pela
mudanga de coloracdo das amostras, enquanto as positivas adquirem coloracao

arroxeada, as amostras sadias apresentam uma coloracéo verde.

Dentre os testes moleculares utilizados na diagnose dos virus com genoma de
RNA, o mais utilizado é a transcricdo reversa seguido da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR). O processo envolve as enzimas transcriptase reversa e Taqg DNA
polimerase e a reacdo € automatizada pela incubacdo em um termociclador programado

inicialmente para executar a transcricdo reversa do RNA em DNA complementar.
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Posteriormente, 0 DNA complementar é utilizado para ser amplificado por PCR em
outro termocilador, visando a producdo de um grande numero de copias do fragmento
alvo deste DNA. Com isso, ocorre a amplificacdo um fragmento do genoma do virus,
compreendido entre dois iniciadores, sendo realizada a partir do RNA do virus utilizado
como molde (LIMA; FAJARDO, 2015).

Logo, o objetivo deste trabalho foi justamente realizar diagnose de géneros de
virus fitopatogénicos em amostras de tomate sintomaticas presentes em uma area
produtora de tomate no Nucleo Rural Taquara, Planaltina DF, utilizando o teste
soroldgico (Dot-ELISA) e Molecular (RT PCR). Assim também, relatar acerca das

dificuldades e limitacdes encontradas no decorrer da pesquisa
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2. Material e Métodos
2.1 Coleta de Material vegetal

Foi realizado uma visita técnica em uma area de produtor rural de tomate (Figura
1A) no Nucleo rural Taquara, em Planaltina DF. Trinta e seis amostras de plantas de
tomates sintomaticas para fitoviroses (Figura 1B) foram coletadas e levadas ao
laboratdrio de virologia vegetal da Embrapa Hortalicas para realizacdo dos testes de

diagnose viral

Figura 1A Plantag&o de tomate em area de produtor rural do nlcleo rural em Taquara DF. B. Plantas
de tomate com sintomas tipicos de Fitoviroses.
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2.2 Teste Sorolégico Dot-ELISA

O primeiro teste realizado foi o teste Dot-ELISA, na qual consiste na deteccdo
viral utilizando os anticorpos especificos produzidos contra a proteina capsidial do
grupo de fitovirus presentes nas amostras. Inicialmente, a identificacdo se deu por
sintomas aparentes de virus do género dos Orthotospovirus e Potyvirus. Com isso,
foram utilizados anticorpos especificos para espécies de virus pertencentes a esses dois
géneros, sendo os anticorpos PVY e PEPMV, pertencentes aos Potyvirus e GRSV,
TCSV, TSWV pertencentes aos Orthotospovirus.

Primeiramente, as amostras foram colocadas em saquinhos plasticos em contato
com tampdo PBS, depois maceradas com rolete, para que 0s Virus presentes nas
amostras foliares pudessem ser dispersos no extrato proteico formado com a maceracgéo.
Aliquotas de cerca de 6pl das amostras presentes no extrato proteico foram gotejadas
nas membranas de nitrocelulose. Sendo que as mesmas amostras foram gotejadas em
uma membrana identificada para cada anticorpo utilizado juntamente com um controle

positivo.

Por cerca de 30 minutos as membranas foram secas a temperatura ambiente e
posteriormente, foram colocadas em uma solucdo de bloqueio contendo leite em pd
desnatado + tampédo PBS, deixadas sob agitacdo por um periodo de 2 horas. Apos esse
periodo, cada membrana foi separada e colocada em caixas de gerbox contendo 20 ml
de tampéo PBS onde adicionou cerca de 1,25ul de anticorpo especifico (IgG) para cada

mL de tampdao utilizado e levadas sob agitacdo por 2 horas.

Ademais, cada membrana foi lavada 3 vezes por 3 minutos com tampéo PBS
0,5x. Depois, foram deixadas sob agitacdo por 2 horas em uma caixa de gerbox
contendo cerca de 30 mL de tampédo + 1pl de 1gG conjugado. Em continuidade apds o

periodo das 2 horas, houve novamente a lavagem de 3 vezes por 3 minutos cada.

Para fins de revelacdo e deteccdo, as amostras foram levadas a outra caixa de
gerbox contendo cerca de 30 ml de tamp&o de revelacdo, onde neste foi adicionado
cerca de 90 pl de BCIP e 180ul de NBT.
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2.3 Teste Molecular para Diagnose- Extracdo de RNA, RT e RT-PCR
Extracdo de RNA

Foi realizado a extragdo do RNA total apenas das amostras que estavam
positivas do teste do Dot-ELISA. O RNA foi extraido utilizando método Trizol.

De inicio, cerca de 100 mg de tecido foliar foi macerado na presenca de 1 mL
de Trizol e incubados a TA por 5 min. Apds adcionar 200pl de cloroférmio, as amostras
foram centrifugadas a 12:000 rpm por 15 minutos, 4°C. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, onde adicionou 500ul de isopropanol e incubou por 10 min a TA.
Posteriormente, foi levado a centrifugacdo a 12:000 rpm por 15 min a 4 °C. Apos ser
retirado da centrifuga, adicionou 1 ml de etanol 70% gelado e centrifugou-se novamente
por 5 min a 12:000 rpm. Depois houve o descarte do sobrenadante, e ressuspensdo em

agua tratada com DEPC.
Transcri¢cdo Reversa (RT)

Ap0s realizar a extracdo do RNA daquelas amostras, foi necessario realizar um
Transcricdo Reversa (RT), para fins de obtengdo de copias de DNA complementar
(cDNA). Foi preparado um mix inicial contendo: 12ul de dNTPs; 6ul de primer (M4T)
+ 6ul de primer (RANDO); 96l de agua + 1ul do RNA extraido e incubados a 70°C
por 10 minutos. O segundo mix utilizado foi preparado nas seguintes proporgoes: 48ul
Tp 5x MMV; 12ul MMLYV, 12ul de RNASE e 12ul de DTT. Aplicou-se 8pl do mix 2
no mix 1 contendo 0 RNA e levados a incubacdo no termociclador por 37 °C por 50

minutos para ativar a enzima e depois por 85 °C a 10 minutos para inativar a enzima.
RT PCR

O DNA complementar oriundo da transcricdo reversa foi utilizado para ser
amplificado via PCR, utilizando primers especificos para deteccdo de Orthotospovirus e
Potyvirus. Sendo utilizado os primers (Pyl11F + M4 R) para deteccdo de Potyvirus nas
amostras que pelo DOT-ELISA estavam positivas para esse grupo de virus e primers
(GRSV F+R), (TCSV F+R) e (TSWV F+R) para deteccao de Orthotospovirus

O mix de PCR realizada para deteccdo de Potyvirus foi realizada na seguinte
proporcao: 58ul de agua; 9ul de tampéo 10x; 7.2ul de MgCL; 3,6pl de DNTPs; 0,9ul de
primer Py11 + 0,9ul de primer M4 além de 0,9ul da enzima Taqg Polimerase. O mix foi

aplicado em 9 microtubos de PCR contendo 1 pl de DNA em cada, identificadas de
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acordo com a numeragao das amostras coletadas no campo. As amostras foram levadas

ao Termociclador para fins de amplificacdo utilizando o programa Py11M4.

Ja para deteccdo de Othotospovirus foi realizado mix para cada primer utilizado,
nas seguintes proporcdes: 39 pl de agua; 6pl de tampdo; 4.8ul de MgCL; 2,4ul de
DNTPs, 0,6ul de cada primer, 0,6ul da enzima Taq Polimerase + 1pl de cDNA. As
amostras foram levadas ao Termociclador para fins de amplificacdo utilizando o
programa TOSPO. Apos a retirada do Termocilador, as amostras foram aplicadas em
gel de agarose 1% e levadas a corrida sobre eletroforese, a fim de separar os fragmentos
de cDNA de acordo com o seu tamanho molecular.

PCR cloroplasto para confirmacéo da eficiéncia da RT

Foi necesséario realizar uma PCR utilizando primers para detectar contaminagédo
com DNA do cloroplasto, presentes na RT. O intuito era verificar se a RT tinha

funcionado.

A reagdo de PCR foi levada ao Termociclador utilizando o programa CHLO,
sendo realizado 1 ciclo de 95°C por 2 min; 40 ciclos de 95°C por 30 s, 50°C por 30s e
65°C por 1 min; seguido de 1 ciclo de 65°C por 8 minutos

2.4 Dot-ELISA para deteccdo de TSWV

Para fins de comparacdo, e relatar acerca das dificuldades e limitacGes
encontradas nos testes anterior, foi necessario realizar o Dot-ELISA de uma outra
amostra que apresentava sintomas decorrentes da infeccdo de Orthotospovirus, sendo

assim utilizado apenas o anticorpo TSWV.

O Dot-ELISA foi realizado para apenas trés amostras de tomate, sendo que uma
estava totalmente sadia, utilizada como controle negativo, outra que estava infectada
com Orthotospovirus, controle positivo e outra que apresentava sintomas decorrentes,

porém incerto se realmente estava infectada.

As trés amostras foram colocadas em saquinhos contendo tampdo PBS e
maceradas com rolete. Logo apos, cerca de 6ul das amostras presentes no extrato
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proteico foram gotejadas em uma membrana de nitrocelulose e deixadas a secar por 30

minutos em temperatura ambiente.

Adiante, foi colocada em uma solucdo de bloqueio contendo leite em pd
desnatado + tampdo PBS, deixada sob agitacdo por um periodo de 2 horas. Logo ap6s, a
membrana foi separada e colocada em caixa de gerbox contendo 20 ml de tamp&o PBS
onde adicionou cerca de 1,25ul de anticorpo especifico (IgG) para cada mL de tampé&o

utilizado e levadas sob agitacéo por 2 horas.

No mais, a membrana foi lavada 3 vezes por 3 minutos com tamp&o PBS 0,5x.
Depois deixada sob agitacdo por 2 horas em uma caixa de gerbox contendo cerca de 30
mL de tampéo + 1ul de 1gG conjugado. Ap6s o periodo das 2 horas, houve novamente a

lavagem de 3 vezes por 3 minuto.

Para fins de revelacdo e deteccdo, a amostra foi levada a outra caixa de gerbox
contendo cerca de 30 ml de tampdo de revelagédo, onde neste foi adicionado cerca de 90
pl de BCIP e 180ul de NBT.

2.5 RT PCR para deteccdo de TSWV

A extracdo do RNA dessa amostra foi realizada pelo método Trizol®, seguido de
uma RT para obtencdo de cDNA. Logo depois foi realizada uma PCR para fins de
amplificacédo e deteccdo utilizando primers especificos para TSWV(Orthostospovirus).
A reacdo de PCR foi realizada nas seguintes proporc¢des: 26 ul de agua, 4 ul de TP10x,
3.2 pl de MgCl, 0,4 ul primer (tswvl) + 0,4 primer(tswv2); 0,4 taqg + 1 pul de DNA. A
mostra foi levada ao Termociclador e amplificada pelo programa TOSPO.
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2.6 Purificacdo

O produto da reacdo de PCR foi purificado utilizando o protocolo DNA
purification by Centrifugation. Inicialmente o produto de PCR foi transferido para um
tubo de coleta, onde sobre esse foi colocado uma minicoluna e incubado a temperatura

ambiente por 1 minuto, seguida de centrifugacao a 16: 000 rpm.

Adicionou cerca de 700 pl de solucdo de lavagem de Membrana e centrifugou a
16.000 rpm por 1 minuto. Logo mais houve a lavagem com 500 pl de solugéo de
lavagem de membrana, seguida de outra centrifugacdo a 16.000 rpm por 5 minutos.
Cuidadosamente a Minicoluna foi tranferida para um tubo de 1,5 ml onde adicionou
cerca 15 pl de Agua sem Nuclease e incubada a 60 °C por 5 minutos e centrifugacéo a
16.000 rpm por 1 minuto.

Com isso, apds verificar a qualidade da purificacdo em gel de agarose, a amostra

foi levada a Sequenciamento.
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3.0 Resultados
Dot-ELISA

O teste do DOT-ELISA foi realizado para as 36 amostras. Entretanto, em cada
amostra foi aplicado uma quantidade mais concentrada de 6ul e uma diluida em tampéo
PBS, sendo assim 90 no total. No decorrer do procedimento, em cada membrana
identificada foi aplicado um anticorpo especifico, sendo PEPMV e PVY para detecgédo
de Potyvirus e GRSV, TcSV e TsWV para deteccdo de Orthotospovirus

Como avaliagdo do DOT-ELISA se baseia na mudanca de coloragdo das
amostras, na qual amostras positivas infectadas desenvolvem coloracdo visivelmente
escura, nosso teste demonstrou que nas membranas onde foi utilizado os anticorpos
especificos para deteccdo de Potyvirus, sendo PEPMV e PVY, as amostras

63,64,65,66,76,78 e 79 apresentaram resultados positivos ( Figura 2)

Figura 2 Resultado do DOT-ELISA utilizando os anticorpos PvY e PEPMV para detec¢do de Potyivrus.
No total apenas 7 amostras reagiram para 0s anticorpos utilizados.

Ja em relacdo a deteccdo de Orthotospovirus, foram utilizados os anticorpos
TCSV, GRSV e TSWV. O resultado demonstrou que as amostras 54,60,61,76 e 77

estavam positivas para esse género de virus (Figura 3).

Figura 3 Resultado do DOT-ELISA utilizando os anticorpos TSWV, GRSV e TSWV para detecgdo de
Tospovirus. Nota-se que apenas 5 amostras reagiram para os anticorpos utilizados.
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RT-PCR

Apos extrair o RNA das amostras que estavam positivas de acordo com o teste
do Dot-ELISA, foi necessario realizar uma transcricéo reversa, afim de produzir copias
de DNA complementar, a partir de daquele RNA extraido. Posteriormente, foi realizado
uma PCR para fins de amplificacdo do fragmento genémico de interesse, utilizando

primers especificos para deteccdo de Potyvirus e Orthotospovirus.

O resultado obtido nesta etapa ndo foi o esperado. Observamos que apoés
realizar a PCR revelar o gel dessas amostras, notamos que em todas as amostras
aplicadas ndo houve o aparecimento de bandas nos tamanhos esperados, sendo bandas
do tamanho de 1750 pb nas amostras de deteccdo de Potyvirus (PvY) e 450 pb nas
amostras de deteccdo de Orthotospovirus. (TCSV, TSWV e GRSV) (Figura 4).

- 546061 6276 77 =~ 54 606176 77 C- M 54 60 6176 77 C-

W|EWIDPDE@RT

Figura 4. Resultado da PCR utilizando primers para deteccéo de Potyvirus e Orthotospovirus. Nota-se a

presenca de rastros e auséncia de bandas, sendo indicativo de contaminacao.

Ao observar que ndo houve o aparecimento de nenhuma banda esperada, foi
necessario realizar uma PCR para amplificar sequencias gendmicas da sub unidade
ndhB do DNA cloroplastidial, utilizando Primer Clo 9F e 13R. O intuito era verificar se
a RT PCR realizada, tinha de fato funcionado. As Amostras utilizadas foram as que
deram positivas no teste do Dot-ELISA, utilizando assim o produto da RTPCR destas
amostras (cDNA) mais um controle positivo.

O aparecimento de bandas de aproximadamente 1065 pb, era até esperado,
mesmo ndo sendo um resultado eficaz para esse trabalho, sendo indicativo da presenca
de DNA nestas amostras (contaminagdo com DNA).

Principalmente era esperado o aparecimento de bandas de aproximadamente
385 pb como indicativo de que a RTPCR realizada foi eficiente.
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Em relacdo ao resultado do nosso gel notamos que algumas amostras
apresentavam bandas de tamanho esperado de 385 pb, sendo as amostras:
54,63;64,65;66;76 e 78 (Figura 5). As demais ndo foram consideradas pois apresentava

0 tamanho de aproximadamente 1065pb, como indicativo de contaminacdo de DNA,

como dito anteriormente.

Figura 5 Resultado obtido na PCR Cloroplastidial

Com isso, uma nova PCR foi realizada para as amostras que se apresentaram o
tamanho de 385 pb. A PCR foi realizada novamente utilizando primers para detecgéo de
Potyvirus, sendo os primers PY11l e M4 e os primers TSWV, TCSV e GRSV para
deteccdo de Orthotospovirus. O resultado das aplicagdes dessas amostras indicou a
auséncia de bandas, pois o produto da PCR ndo amplificou, dando indicativo de que
pelo teste molecular essas amostras ndo estdo infectadas para esse grupo de virus
(Figura 6).

P54 63 64 65 66 76 78 C+ C- TS 54 63 64 65 66 76 78 C+ -
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Figura 6. Resultado do gel da PCR para deteccéo de Potyvirus e Orthotospovirus. Nota-se a auséncia de
bandas do produto da PCR.
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Dot-ELISA para deteccdo de TSWV

O Dot-ELISA foi realizado para apenas trés amostras de tomate, sendo que uma
estava totalmente sadia, utilizada como controle negativo, outra que estava infectada
com Orthotospovirus (TSW), controle positivo e outra que apresentava sintomas

decorrentes (amostra 2262), porém incerto se realmente estava infectada.

Como resultado deste teste, a amostra 2262, tida inicialmente como incerta,

reagiu ao anticorpo TSWV, apresentando assim resultado positivo (Figura7).

YswV
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| @ (%2
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Figura 7 Resultado do Dot-ELISA para deteccdo de TSWV. Nota-se que a amostra 2262 apresentou
resultado positivo para o anticorpo TSWV.

RT PCR

O resultado dessa RT foi o esperado, pois no gel de agarose, observou o
aparecimento de bandas de 750 pb, tamanho caracteristico do genoma de TSWV. Sendo

indicativo que o produto dessa RT PCR amplificou.
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Figura 8 Gel da RT PCR para deteccdo de TSWV
Purificacdo

Ap0s observar éxito na RT PCR realizada para a amostra 2262, foi necessario
realizar uma purificacdo do produto de amplificacdo dessa amostra afim de eliminar
todas as impurezas presente. Como resultado é possivel observar novamente a presenca
de bandas de 750 pb nessa amostra (Figura 9), o que ressalta éxito na purificacéo e
posteriormente a amostra foi levada a sequenciamento.

1 PRt

Figura 9 Produto de PCR purificado da amostra 2262 positiva para TSWV
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4.0 Discussao

Esse trabalho ressalta que apesar de algumas amostras estar positivas no teste do
Dot-ELISA, no teste molecular utilizado para confirmar a detec¢céo, essas amostras nao
tiveram um resultado esperado. I1sso demonstra, que os teste utilizados para diagnose
viral de plantas apresenta algumas limitagdes, sendo necessario cuidados essenciais para

que esse teste possa ser eficaz.

O Dot-ELISA baseia-se em um teste qualitativo, apenas em confirmacéo visual
devido a mudanca de coloragdo das amostras, quando essas estdo positivas pro
anticorpo especifico utilizado. Entre os cuidados necessarios para a eficacia deste teste,
destaca-se uniformidade na aplicacdo das amostras, de modo que consiga visualizar
melhor o resultado obtido, além de evitar que uma amostra se contamine com a outra
durante a aplicacdo. Outras limitagcbes baseiam-se na sensibilidade, pois pode ocorrer

uma reacao cruzada entre as amostras, devido principalmente contaminacéo entre estas.

Neste teste algumas amostras nos deram indicativos de positivo, porém, um
resultado incerto de infeccdo devido a falta de clareza na coloracdo das amostras pds a
revelacdo. Isso pode ter ocasionado devido a possibilidade de o anticorpo ter reagido

com algum material da planta, e ndo necessariamente com o antigeno.

Jaem relacdo a RT PCR, esse teste pode ser considerado um teste mais sensivel,
pois 0 RNA é uma molécula instavel e degrada muito facil. Os cuidados devem ocorrer
inicialmente durante a extracdo do RNA das amostras, sendo necessario a manipulago
das amostras com luvas, evitando com que as amostras sejam contaminadas com
RNAses, enzimas que degradam RNA. J4 as vidrarias, ponteiras e tubos utilizados

devem ser todas autoclavadas.

Levando em consideracdo o teste para deteccdo de TSWV como indicativo de
eficiéncia e fins de comparacdo com o teste anterior, foi possivel observar que obteve o
resultado esperado, pois houve uma atencdo maior durante a execucdo do procedimento,

impedindo assim a repeti¢do dos erros cometidos anteriormente.
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5.0 Concluséo

Nesse trabalho concluimos que para o teste sorologico, as amostras
63,64,65,66,76,78 e 79 estavam positivas para os anticorpos PEPMV e PVY utilizados
na deteccdo de Potyvirus. J& as amostras 54,60,61 e 76 estavam positivas para 0s
anticorpos GRSV, TCSV, TSWV utilizados na deteccdo de Orthotospovirus.
Entretanto, o teste molecular ndo funcionou devido & auséncia de bandas devido a ndo

amplificou do produto de PCR, pois qualidade da RT n&o estava eficiente.

Assim também, no teste realizado para deteccdo de TSWV, para fins de
comparacao, tanto o teste soroldgico quanto o teste molecular apresentaram resultado
significativo e esperado, pois foi possivel purificar o DNA mandar para

sequenciamento.

Por tanto, concluimos que no decorrer da execucdo dos procedimentos, alguns

cuidados essenciais eram necessarios para obter uma melhor preciséo desses resultados.

27



6.0 Referéncias

AGRIANUAL. Anuério da Agricultura Brasileira: Tomate. 19 ed. Sdo Paulo: Informa
economics FNP. 2014. p. 440-446, 480p.

ALVARENGA, M. A. R. Origem, Botanica e descri¢do da planta. In: ALVARENGA,
M. A. R. (Ed.). Tomate: producdo em campo, casa de vegetacédo e hidroponia. 2.ed. rev.
e ampl. Lavras: Editora Lavras, 2013. cap.1, p. 11-21.

ALVARENGA, M. A. R. Origem, botanica e descricdo da planta. In: Tomate: produgéo
em campo e casa-de-vegetacdo e em hidroponia. Lavras: UFLA. p.13-23, 2004.

BASSO, M. F. et al. Avancos e perspectivas no estudo das doengas virais e subvirais em
videira com énfase na realidade brasileira. In: Revisdo Anual de Patologia de Plantas, v.
22, Passo Fundo, p. 1-25, 2014.

EIRAS, M. et al. Caracterization of a non-L3 gene-resistence breaking Pepper mild
motle virus isolate in Capsicum. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.29, n.6, p. 670-675,
novdez.2004.

EMBRAPA- Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Diagnose de doencas de
plantas: coleta, e transporte. 2008. Disponivel em:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/52992/1/FDDiagnose0001.pdf.
Acesso em: 17 de jun de 2022.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2011. Levantamento sistematico
da producéo agricola. 2022.

ILAHY, R.; HDIDER, C.; LENUCCI, M. S.; et al. Antioxidant activity and bioactive
compound changes during fruit ripening of high-lycopene tomato cultivars. Journal of
Food Composition and Analysis, San Diego, v.24, n.5, p.588-595, 2011.

JOYCES, T.; TAKEMATSU, A.P. Pragas de plantas ornamentais. 2010. Artigo em
Hypertexto.Disponivel<http://www.infobibos.com/Artigos/2010_1/PragasOrnamentais/i
ndex.htm>. Acesso em: 27/6/2022

KITAJIMA, E. W.; REZENDE, J. A. M. Os virus, esses terriveis inimigos. Cultivar HF,
Pelotas, n. 23, p. 18-24, dez.2003 / jan.2004

LIMA, M. F.; FAJARDO, T. V. M. Doencgas causadas por virus. In: LIMA, M. F,
MOREIRA, F. R. B. (Ed.). Uva de Mesa: Fitossanidade. 2. ed. Brasilia, DF: Embrapa,
2012. p. 43-58. (Frutas do Brasil, 14).

NAGATA, AK.; AVILA, A.C; LOPES C.A. Doencas do Tomateiro: Doencas
Viréticas Embrapa Hortalicas, 2005.

NICKEL, O.; FAJARDO, T. V. M. Obtencdo de material propagativo livre de virus e
diagnostico de virus em macieiras e pereiras. Bento Gongalves: Embrapa Uva e Vinho,
2009. 55 p. (Embrapa Uva e Vinho. Documentos, 69)

PETERSEN, S. M.; KEITH, C.; AUSTIN, K.; HOWARD, S.; SU, L.; QIU, W. A
natural reservoir and transmission vector of Grapevine vein clearing virus. Plant
Disease, v. 103, n. 3, p. 571-577, 2019.

28


http://www.infobibos.com/Artigos/2010_1/PragasOrnamentais/index.htm
http://www.infobibos.com/Artigos/2010_1/PragasOrnamentais/index.htm

VILELA, N. J.; MELO, P. C. T.; BOITEUX, L. S.; et al. Perfil socioeconémico da
cadeia agroindustrial no Brasil. In: CLEMENTE, F. M. V. T.; BOITEUX, L. S. (Eds.).
Producdo de tomate para processamento industrial. Brasilia: Embrapa, 2012. cap.1, p.17

29



