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Resumo - A recente expans&o de geminiviroses em tomateiros nas
regides produtoras do Brasil vem causando grande preocupacdo. A
diagnose e o monitoramento da incidéncia desta doenca é dificultada
pela falta de uma metodologia simples para sua deteccdo. A hibridi-
zagdo de acidos nucleicos com sondas radioativas € um dos méto-
dos mais utilizados para a diagnose de geminivirus, mas o seu uso é
restrito devido & necessidade de infra-estrutura especial, treinamento
de pessoal e demanda de radioquimicos com regularidade. Neste
trabalho, descreve-se um protocolo de detec¢do de geminivirus com
a utilizagcdo de sonda ndo radioativa, eliminando assim os inconveni-
entes e custos advindos do uso de produtos radioquimicos.

A técnica permite a detecgdo de geminivirus utilizando-se o
esterdide digoxigenina como marcador. A reagdo é visualizada por
meio de reagdo soroloégica e colorimétrica ou por quimiolumi-
nescéncia. A sensibilidade do teste é alta, obtendo-se deteccdo de
até 0,1fg do DNA homoélogo.
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1. Introdugao

O tomateiro é uma das hortalicas de maior importancia no
Brasil, tanto para consumo in natura como para o setor agroindustri-
al. Anualmente, esta cultura movimenta um montante de aproxima-
damente U$ 500 milhdes e contribui na geragdo de empregos diretos
e indiretos (Agrianual 99).

No Brasil, a ocorréncia de geminivirus em tomateiros foi des-
crita pela primeira vez em 1975, no estado de Séo Paulo (Matyis et
al., 1975). Entretanto, durante muitos anos a ocorréncia de geminivi-
rus em tomateiros foi restrita e sem grande importancia econdmica.
Nos ultimos cinco anos, os geminivirus vém causando danos signifi-
cativos em tomateiros. Perdas na produgéo variando de 40 a 100%
foram relatados no Distrito Federal, Sdo Paulo, Bahia, Pernambuco e
Minas Gerais (Bezerra et al., 1996; 1997; Rezende et al., 1996; Zer-
bini et al., 1996; Faria et al., 1997; Ribeiro et al., 1998a; 1998b). A
emergéncia desses virus tem sido associada a4 introducdo e rapida
disseminagdo de uma nova espécie de mosca-branca (inseto.vetor),
que foi recentemente detectada em associagdo com tomateiros no
Brasil (Franga et al., 1996). Para que se possa controlar a doenga, é
necessario conhecer a distribuigdo do virus nas distintas regides pro-
dutoras de tomate sendo necesséario o desenvolvimento de teste-
diagnéstico eficiente. Descreve-se aqui um método de detecgao de
geminivirus em plantas por hibridizagao de acidos nucleicos com a
utilizagdo de sonda néo radioativa.

Geminivirus

Os geminivirus, espécies da familia Geminiviridae, séo pe-
quenos virus de plantas com cerca de 18 x 30nm, que apresentam
particulas de morfologia isométrica geminada (Figura 1) e genoma
constituido de DNA de fita simples. Os geminivirus que infectam os
tomateiros pertencem ao género Begomovirus . Os begomovirus sao
transmitidos por mosca-branca (Bemisia sp.) para dicotiledbneas. A
maioria dos begomovirus possui genoma bipartido constituido por
duas moléculas de DNA de fita simples de aproximadamente 2,6-2,9
Kb, denominadas componente A e B. Essas duas moléculas sao res-
ponsaveis por diferentes fungbes durante o processo de infecgéo.
Informagdes adicionais sobre a estrutura do genoma e fungdo génica
podem ser encontrados na revisdo de Lazarowitz (1992). A capa
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proteica & codificada pelo componente A e apresenta grande seme-
Ihanga entre as varias espécies de Begomovirus. A semelhanca en-
tre eles na regido da capa proteica e em outras regiées do genoma
permite a utilizagcdo de uma sonda preparada com um virus para de-
tectar outras espécies em técnicas envolvendo hibridizacdo de &aci-
dos nucleicos.

Detecgao de geminivirus

A diagnose de doencgas causadas por geminivirus inicia-se
com a avaliagéo dos sintomas. Em geral, os sintomas s&o caracteri-
zados por amarelecimento e deformagéo das folhas (Figura 1), alem
de perda da qualidade dos frutos. Entretanto, a expressdo dos sinto-
mas é altamente dependente de condi¢des climaticas, do gendtipo e
das condigdes fisiolégicas do hospedeiro, dificultando a sua avalia-
¢do. O uso de testes sorologicos com anticorpos policlonais e mono-
clonais para detecgdo do virus (Abouzid ef al., 1998) tem sido restrito
devido a problemas ligados a baixa concentracdo de virus no tecido
da planta.

Em geral, a diagnose de plantas infectadas por geminivirus
tem sido feita por técnicas baseadas em hibridizagdo de &cidos nu-
cleicos utilizando sondas radioativas (Gilbertson ef al., 1991) e PCR
(Rojas et al., 1993). Estes testes sdo especificos e de alta eficiéncia,
porém exigem uma boa infra-estrutura e treinamento, envolvem pro-
blemas associados ao uso e descarte de material radioativo, além de
ter um custo bastante elevado.

2. Protocolo de detecgdao de geminivirus com sonda nao
radioativa

Producao da sonda marcada com digoxigenina

O DNA utilizado para a preparagdo da sonda foi amplificado
por PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para as duas
extremidades da capa proteica produzindo fragmentos de DNA de
aproximadamente 900 bases. Para a sintese da sonda, a 3 micro-
gramas (3ug) do DNA desnaturado a 100°C por 10 min., foi acresci-
do hexanucleotideos, deoxinucleotideos, deoxinucleotideo ligado a
digoxigenina e a enzima “Klenow fragment” em um volume de 20ul e
incubado a 37°C por uma hora segundo a recomendacao do fabri-
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cante (Roche). A reacgdo foi interrompida com a adigdo de 2ul de
0,2M EDTA e precipitada com 2,5ul 4M cloreto de litio e 75ul etanol.
A guantificacdo da sonda foi realizada em teste comparativo com o
padrao fornecido pelo fabricante (Roche).

Preparagado das amostras a serem testadas

O DNA utilizado para a confecgédo da sonda (DNA homdlogo)
foi fervido e imediatamente resfriado antes de ser diluido em 0,4N
NaOH, seguido de aplicagdo em varias concentragées em membrana
de nailon (Hybond N+, Amersham-Pharmacia). A membrana foi neu-
tralizada com 0,5M Tris, pH 7,5 por 5 min., seca a temperatura ambi-
ente e armazenada a 4°C.

Tecido de plantas foi triturado em 0,4N NaOH e aplicados nas
diluicées de 10" a 10* em membranas de nailon. A membrana foi
entdo neutralizada com 0,5M Tris, pH 7,5 por 5 e tratada com alcool
95% por 5 min. para a remogao da pigmentacdo verde das amostras.
A membrana foi seca a temperatura ambiente e armazenada a 4°C.

Hibridizagao

As membranas foram colocadas em cilindro com tampa ros-
queavel com a face contendo o DNA voltada para o interior do tubo.
As membranas foram dispostas uma do lado da outra evitando su-
perposicdo (em caso de haver superposigao, utilizar tela de nailon
apropriada para separagado das membranas). O tampao de hibridiza-
cdo (5x SSC*, 0.1% N-lauroylsarcosine (p/v), 0,02% SDS (“sodium
dodecyl sulphate”) (p/v), 1% agente bloqueador (“blocking reagent” -
Roche) foi adicionado ao tubo e todas as bolhas de ar retiradas com
0 uso de bastdo de vidro. As membranas foram pré-hibridizadas por
no minimo 1 hora a 68°C para se bloquear a superficie livre da mem-
brana. Um total de 25ng/ml da sonda marcada com digoxigenina foi
adicionada ao tampéo de hibridizacdo (2,5mi/100cm?) e transferidos
para o cilindro substituindo o tamp&o anterior. As membranas foram
hibridizadas durante toda a noite (16-20 h.) a 68°C. Apés a hibridiza-
¢do, a sonda foi removida e armazenada a -20°C. As membranas
foram entéo lavadas por duas vezes com 2x SSC, 0,1% SDS por 5
min. a temperatura ambiente seguida de duas lavagens com 0,5x
SSC, 0,1% SDS por 15 min. a 68°C.

* 20x SSC: 175,3 g NaCl e 88,2 g citrato de sodio em 1 litro de volu-
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me final com o pH ajustado a 7 com NaOH.
Visualizagao da reagao por colorimetria

As membranas foram lavadas por 1 min. em tamp&o maleico
(0,1M &cido maleico, 0,15M NaCl, pH 7,5) e em seguida bloqueadas
com 1% de agente bloqueador em tamp&o maleico por 60 min. As
membranas foram incubadas com anticorpo anti-digoxigenina conju-
gado com fosfatase alcalina (AP-alkaline phosphatase, Roche) na
concentragdo de 75mU/ml em tamp&o maleico com agente bloquea-
dor por 1 h. e lavadas 3 vezes por 10 min. com tamp&o maleico com
0,3% tween-20. As reagdes foram visualizadas com a adi¢cdo de NBT
(“nitro blue tetrazolium”) e BCIP (“5-bromo-4-chloro-3 indolyl phos-
phate”) em tampdo de detec¢do (0,1M Tris-HCI, 0,1M NaCl, 50mM
MgCl,, pH 9,5).

Visualizagao da reagao por quimioluminescéncia

As membranas foram lavadas por 1 min. em tampéo fosfato
salino acrescido de 0,05% tween-20 e em seguida bloqueadas com
1% de agente bloqueador em tampao fosfato salino por 1h. As mem-
branas foram incubadas com anticorpo anti-digoxigenina conjugado
com peroxidase (HRP-horseraddish peroxidase, Roche) na concen-
tragcdo 75mU/ml em tampéao fosfato salino com agente bloqueador
por 1 h., seguido de 3 lavagens de 10 min. com tampé&o fosfato sali-
no-tween-20. Ap6s as lavagens as membranas foram colocadas so-
bre uma superficie lisa e cobertas com a solugdo reveladora (ECL) e
incubadas por 1 min. O excesso da solugéo foi removido e as mem-
branas foram envoltas por filme de PVC e colocadas em contato com
filme de raio-X (Kodak X-OMAT) por 5 min. a 4h. O filme de raio-X foi
revelado de acordo com as recomendagdes do fabricante.

3. Resultados

A técnica de hibridizagdo de acidos nucleicos consiste em
utilizar a atracdo de acidos nucleicos complementares. A sonda é
marcada com um elemento que permite a sua detecgdo apos a hibri-
dizagdo com o acido nucleico fixado a uma membrana. A sonda pode
ser marcada com elementos radioativos que causam a impressao
direta do filme de raio-x ou com qualquer outro agente passivel de
visualizagdo. Neste trabalho, utilizou-se sondas marcadas com digo-
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xigenina. Para a sintese da sonda, a enzima polimerase incorporou
nucleotideos ligados a digoxigenina produzindo uma fita de DNA ho-
mogeneamente marcada. Como parte do processo de visualizagdo
da reagéo, o anticorpo anti-digoxigenina conjugado com uma enzima
(fosfatase alcalina ou peroxidase) foi adicionado e ligado ao hibrido
presente na membrana. A enzima fosfatase alcalina permite a visua-
lizagdo da reacéo por colorimetria com a precipitacdo do substrato
NBT e BCIP. A enzima peroxidase, na presencga do substrato quimi-
oluminescente, cataliza uma reagdo luminescente capturada pelo
filme de raio-x. A reacdo quimioluminescente pode apresentar uma
sensibilidade maior se a exposicéo ao filme for realizada em um lon-
go periodo de tempo.

Sensibilidade do teste

O DNA homélogo (especifico de geminivirus que deu origem
a sonda) foi aplicado na membrana em varias concentragdes para se
verificar a sensibilidade do método de detecgéo (Figura 2A). De 1ng
a 0,1fg de DNA purificado homélogo aplicado nas membranas, a rea-
¢ao foi observada em todas as concentragées. O resultado foi se-
melhante tanto por colorimetria (Dig-AP) como por quimiolumines-
céncia (Dig-HRP1) demonstrando a alta sensibilidade do teste. Uma
maior exposicdo ao fiime de raio-X da membrana tratada com o
substrato quimioluminescente aumentou a nitidez da reacdo (Dig-
HRP2). O controle negativo utilizado, DNA purificado de lambda, ndo
apresentou qualquer reagédo com a sonda (Figura 2A) demonstrando
a especificidade do teste.

Detecgdo de geminivirus em suco de planta

Folhas de tomate infectadas com geminivirus foram macera-
das em 0,4N NaOH e aplicados em membranas de nailon nas dilui-
¢bes 107 a 10°. As membranas foram hibridizadas e a reago positi-
va foi observada nas diluicdes 10" e 10 tanto por colorimetria (Dig-
AP) como como quimioluminescéncia (Dig-HRP1, Dig-HRP2) (Figura
2B). O suco de planta sadia foi aplicada de modo semelhante na
membrana (Figura 2B). N3o foi observada reacdo da sonda com a
planta sadia.
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Teste de folhas de tomate coletadas no campo

Para se verificar a possibilidade de utilizagdo deste método
em testes de rotina, folhas de plantas de tomateiro foram coletadas
no campo para serem testadas. Folhas de plantas com §ir_1tomas (1a,
2a, 3a, 4a, 1b e 2b) e sem sintomas (3b, 4b, 1c e 2c) tipicos Fie ge-
minivirus foram avaliadas (Figura 2C). Os resultados por colorimetria
(Dig-AP) e quimioluminescéncia (Dig-HRP1, Dig-HRPz)_fgram exa-
tamente os mesmos. As plantas com sintomas de geminivirus reagi-
ram positivamente com a sonda especifica para geminivirus. Dgs
quatro plantas sem sintomas de geminivirus, uma mostr_ou reacao
positiva no teste (1c) indicando que a observagaq_dos sintomas é
menos sensivel que a hibridizagdo. O controle positivo (3c) mostr_ou
reacdo similar as demais plantas infectadas e o controle negativo
(4c) ndo reagiu com a sonda, conforme esperado.

4. Consideracdes finais

O método aqui descrito mostra a viabilidade da deteccéo dfe
geminivirus em plantas sem a necessidade do uso de prgdqtos radi-
6quimicos. A preparagao da amostra a ser hibndnzaﬂda € simples e
dispensa qualquer tipo de equipamento. A preparacao da son_da re-
guer equipamentos comuns disponiveis em laboratérios de biologia
molecular. Na falta destes equipamentos, as sondas marcadas’ po-
dem ser adquiridas e estocadas em freezer por um Iongq periodo
sem qualquer perda na sensibilidade do teste. O unico equipamento
necessario & o forno de hibridizagdo com controle da temperatura.
Esta metodologia viabiliza a detec¢do de geminivirus em um grapde
nimero de amostras de modo eficiente e sensivel sem a necessida-
de de grande investimento em infra-estrutura e pessoal.
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Anexo

Fig. 1.

A) Micrografia eletronica de particula purificada de geminivirus (Cor-
tesia do professor Elliot W. Kitajima, ESALQ).

B) Tomate com sintoma de amarelecimento de deformagéo
foliar, tipicos de geminivirus.
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Fig. 2. Hibridizagdo com sonda marcada com digoxigenina. A: Teste com
DNA homélogo para se determinar a sensibilidade e especificidade do teste.
O DNA foi diuido para 1ng a 0,1fg; B: Teste com diluigdes de suco de planta
infectada e sadia. O DNA foi diluido de 107 a 10 C: Teste realizado em
amostias coletadas no campo. Folhas coletadas de plantas com sintomas
tipicos de geminivirus (1a, 2a, 3a, 4a, 1b e 2b) ou sem sintomas de gemi-
nivirus (3b, 4b, 1c e 2¢) foram testadas. Planta infectada (3c) e sadia (4d)
foram utilizadas como controles. A detecgéo foi feita por colorimetria (Dig-
AP) ou por quimioluminescéncia com curta (Dig-HRP) ou longa (Dig-HRP2)
exposicdo ao filme de raio-x).
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