DOI: 10.1590/1808-1657v68n1p0692001

ESTRATEGIA PARA A DETECCAO DE TOSPOVIRUS*
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RESUMO

Comoobjetivo de desenvolver um método simples, rapido e sensivel paraadeteccio simultanea
de espécies de tospovirus presentes no Brasil, foram desenvolvidas sondas radioativas para
hibridizacdo viadotblot. Assondas foramsintetizadas a partir de diferentes fragmentos de RT-PCR,
obtidos de RNAs totais extraidos de plantas de Nicotiana benthamiana infectadas pelo Tomato
spotted wilt virus (TSWV) com oligonucleotideos especificos para os genes de nucleocapsideo (N)
e polimerase (L). A sonda para o gene N foi virus especifica, sendo detectada somente a espécie
TSWV. Quando se utilizou a sonda para o gene L, todas as espécies de tospovirus utilizadas foram
detectadas simultaneamente.

PALAVRAS-CHAVE: TCSV, GRSV, INSV, CSNV, ZLCV, IYSV, hibridizag&o.

ABSTRACT

STRATEGY FOR DETECTION OF TOSPOVIRUSES. Radioactive probes were synthesized for
the simultaneous detection of tospoviruses by a quick and sensitive dot blot hybridization assay.
Total RNA of Tomato spotted wilt virus (TSWV) - infected Nicotiana benthamiana plants was used
as template for RT-PCR using sequences of the nucleoprotein (N) and polymerase (L) genes as
oligonucleotide primers. Hybridization assays using N gene-derived probes were found to be
TSWV-specific, whereas the L gene-derived probe was able to detected all tospoviruses

simultaneously.

KEY WORDS: TCSV, GRSV, INSV, CSNV, ZLCV, IYSV, hybridization.

INTRODUCAO

O género Tospovirus (familia Bunyaviridae) apre-
sentaampladistribuicdo mundial, podendo infectar
mais de 1050 espécies de plantas em 92 familias
botanicas (Peters, 1998). Dentro da moderna
taxonomiadevirus, variasespécies detospovirustém
sido propostas (Prins & GoLbsacH, 1998). No Brasil,
ja foram relatadas as espécies Tomato spotted wilt
virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV),
Groundnut ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum
stem necrosis virus (CSNV), Zucchini lethal chlorosis
virus (ZLCV) e Iris yellow spot virus (1'YSV) (ResenDe
et al., 1996; BEzerrA et al., 1999).

Os meétodos mais comumente utilizados para
deteccdo de espécies de tospovirus tém sido
inoculacdo mecénicaem plantas indicadoras (Best &
GALLus, 1953), testes sorolégicos, com destaque para

ELISA (WANG & GonsaLvEs, 1990; Resenpeetal., 1991;
De AviLa et al., 1993) e métodos moleculares como
reacdoem cadeiadapolimerase (PCR) (Mumrorpetal.,
1996; Eiras et al., 1998; Eiras, 1999). As técnicas de
hibridizagdo com sondas radioativas tém sido utili-
zadas para deteccdo do TSWYV por serem métodos
répidos e bastante sensiveis (GERMAN & RicE, 1988;
Ronco et al., 1989; HucueNoT et al., 1990; Rice et al.,
1990). CHo et al. (1989) utilizaram “dot-blot” para
detec¢do do TSWV em pimenta (Capsicum sp.) no
Havai, onde o teste apresentou sensibilidade equiva-
lentedELISA. Riceetal. (1990), utilizando hibridiza¢do
com sonda radioativa de cDNA, detectaram TSWV
através de “dot-blot”, tanto em plantas infectadas,
como ho prépriotripesvetor.

Comoobjetivodese obterummétodo paraadetecgdo
simultinea das espécies do género Tospovirus que
ocorrem no Brasil, foram sintetizadas sondas
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moleculares radioativas, a partir de produtos amplifi-
cadosVviaRT-PCR (“reversetranscriptase-polymerase
chainreaction”) dediferentesregifesdogenomaviral,
para hibridizacdo com RNAs totais extraidos de plan-
tas de Nicotiana benthamiana infectadas.

MATERIALEMETODOS

Plantas de Nicotiana benthamiana foram inocu-
ladas mecanicamente (CosTA & FORsTER, 1938) com as
seguintesespéciesdetospovirus: TSWV, TCSV, GRSV,
INSV,CSNV, ZLCVelYSV.Dezdiasapdsainoculagao,
folhas apresentando sintomas de mosaico foram ar-
mazenadasa-80°C paraposteriorextracdo de RNAs
totais. Asespécies de tospovirus foram identificadas
através doseqiienciamentodogene N (De AviLaetal.,
1993a; BezerrA et al., 1999; Pozzer et al., 1999).

Utilizou-se o método descrito por CHoMCZYNSK &
SaccH1(1987) paraaextracdo de RNAstotais,emque
1 g de folhas de N. benthamiana foram maceradas em
nitrogénio liquido, colocadas em contato com 10 mL
deisotiocianato de guanidina4M etransferidas para
tubodecentrifuga. Aposagita¢do vigorosapor 1 min,
adicionou-se a mistura 1 mL de acetato de sédio 2M
pH 4,0, seguida de nova agitacéo por 1 min e adicdo
de 10 mL de fenol. Depois de mais uma agitacdo
vigorosa, acrescentou-se a mistura2 mL de clorofor-
mio maisalcoolisoamilico (29:1). Amisturafoi entdo
centrifugada a 15.000 g por 40 min, a fase aquosa foi
coletada e transferida para novo tubo, sendo adicio-
nado igual volume de isopropanol. Em seguida, a
misturafoi agitada por inversédo e deixadaem repou-
so por 12 h a -20 °C. A seguir, promoveu-se
centrifugagédo por30mina15.000g, sendo o sedimen-
to ressuspendido em 1 mL de agua previamente tra-
tadacom0,1%dedietil pirocarbonato desédio (DEPC).

ParaaRT-PCR foram utilizados 2 pares de oligo-
nucleotideos. O primeiro par de oligonucleotideos,
denominados BR60 e BR65, foi desenhado para ane-
lar em regides conservadas do gene N (RNA S). O
oligonucleotideoBR60 (5' CCCGGATCCTGCAGAG-
CAATTGTGTCA 3') é complementar a regido nao
traduzidada porcéo 3’ terminal do SRNA (nucleoti-
deoslal5),eo0BR65(5'ATCAAGCCTTCTGAAAG-
TCAT 3') é idéntico a regido correspondente a 200
nucleotideos apds o cédon de iniciacdo (AUG) da
proteina N (nucleotideos 433 a 453). Os fragmentos
resultantes da PCR por esses dois oligonucleotideos
apresentam 453 pares de bases (pb).

Para o RNA L foram desenhados dois
oligonucleotideos denominados PDHO001 (vc) (5'
CCCGGATCCTCGAGAGCAATCAGGTAACA3ZY),
complementar a regido 3'terminal (nucleotideos 1 a
17), e L1 (5" AATATAACTATAGAAACGAAA 3
idéntico aregido correspondente a 731 nucleotideos

antesoterminal 3’ doRNA L (nucleotideos 711a731).
Os produtos da amplificagdo com esses dois
oligonucleotideos apresentam 731 pb. A posicéo dos
oligonucleotideose os fragmentos de DNA amplifica-
dos via RT-PCR estéo esquematizados na Figura 1.

Para a sintese das fitas de DNA complementar
(cDNA), foram utilizados 3 pL (aproximadamente
1mg) de RNA total extraido, 1 pL (10 ng/ZpuL) dos
oligonucleotideos BR60 (para o gene N) ou PDH001
(paraogenel)e6 L de&guaestéril. Apdsaquecimen-
toa90°C por2min,seguidode choquetérmicoemgelo
por 2 min, foram adicionados 4 pL de tampéo da
enzimatranscriptase reversa(GibcoBRL),0,3 L (1U)
daenzimatranscriptase reversa (AMV, Gibco BRL),
0,2 pL de inibidor de RNAse (RNAsin), 0,2 pL da
misturade dNTPs (25mM) e 10 uL de 4guaestéril. As
amostras foram mantidas a 37 °C por 1h.

Areacdoemcadeiadapolimerase (PCR) foireali-
zada segundo Eiras (1997), onde para um volume
final de 50 pL de cadaamostra, acrescentaram-se 4 pL
de tampéo da enzima Tag DNA polimerase
(CENBIOT/RS),0,2 pL damisturade dNTPs (25mM),
0,3 pL (2,5U) da enzima Tag DNA polimerase
(CENBIOT/RS), 1 pL (10 ng/pL) de cada
oligonucleotideo, 33 pL de 4gua estéril e 10 pL do
cDNA. As amostras foram submetidas a reacdo de
PCR em termo ciclador Gene Amp PCR System 2400
(Perkin Elmer), sendo aquecidas a 94 °C por 5 min e
posteriormente submetidasa30ciclosde 1,5min para
desnaturacéo a 94 °C, 2 min para anelamento a 48 °C
elminparaextensdoa72°C. Aotérminodos30ciclos,
a temperatura foi mantida a 72 °C por 7 min para o
término da extensdo pela Tag DNA polimerase e
finalmente mantidaatemperaturade4°C. Osprodu-
tosamplificados foram observadosem gel de agarose
1% corado com brometo de etideo sob luz ultra-violeta
(SAmBroOK et al., 1989).

Os produtos da RT-PCR obtidos (453 pb para o
gene N, e 731 pb para o gene L) foram eluidos do gel
utilizando-se o Sephaglass Bandprep kit (Pharmacia
Biotech) e utilizados diretamente para a confeccdo
das sondas radioativas. Para isso, foi utilizado o
DNA labelling kit (dCTP) Ready to Go (Pharmacia
Biotech), conforme instrucdes do fabricante.

OsRNAstotaisextraidos foramadicionados (1ug)
emmembranas de nailon (Hybond™-N+, Amersham)
utilizando-se o aparelho Convertible Filtration
Manifold System (Gibco BRL), durante 15 min. Apés
exposicdo a UV por 5 min para fixacdo dos RNAs, as
membranas foram pré-hibridizadas em solucéo de
pré-hibridizagao (SSC 4X + 0,1% SDS + 0,05% blotto
+40% formamida+ 10pg/mlde DNA deespermade
salmé&o) por3ha45°C,afimdesepromoverobloqueio
detodasasregidesonde ndo se depositaram osacidos
nucléicos. Aseguiras membranas foramincubadasa
45 °C por 12 h em contato com a sonda radioativa,
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previamente desnaturada a 95 °C por 3 min. Apés a
hibridizacdo, amembranafoi lavadaem SSC 2X a 45
°C por 20 min e em seguidaem SSC 1X + SDS 0,1% a
45°C por 20 min. Finalmente, amembranafoi coloca-
da em contato com um filme de raio-X (KODAK) e
revelada ap0s 72 h de exposi¢do (Owens & DIENER,
1981; Samerook et al., 1989; HucueNor et al., 1990).

RESULTADOSEDISCUSSAO

As técnicas de hibridizacdo com sondas
moleculares radioativas tém sido amplamente utili-
zadas para a detec¢do de patdgenos em plantas,
devido a sua sensibilidade e especificidade. Essas
técnicas apresentam sensibilidade pelo menos 10
vezes superior a ELISA (Eiras, 1999), mas exigem
cuidadosespeciais paraamanipulacio de elementos
radioativos. Apesar disso, assondas radioativas tém
sidoempregadas comsucesso paradeteccdodediver-
sosvirusevirdidesem plantas (Owens & DIENER, 1981;
WETZEL et al., 1990; SEQUEIRA, 1992) e também para
deteccdodevirusnosinsetosvetores (Riceetal., 1990).

Inicialmente, os métodos utilizados paradetec¢do
de tospovirus baseavam-se em inoculagdo mecanica
em plantasindicadoras (Best & GaLLus, 1953). Entre-
tanto, aposinoculac8es sucessivas pode haver atenu-
acdo dos sintomas devido a formacéo de mutantes
defectivos interferentes (DI) (ResenDE et al., 1991a).
ELISAtambémtem sidoempregada paradetec¢dode
tospovirus (WaNG & GonsaLves, 1990; Resenpe et al.,
1991), eapesar daelevadasensibilidade e baixo custo,
ndo apresenta um carater universal, sendo virus-
especifica. A mistura de antissoros para a detecc¢éo
universal de tospovirus através de ELISA também
ndo é adequada devido a necessidade de se misturar

pelomenosseisdiferentesantissoros, o queresultaem
diluicdo dos antissoros com possibilidade de esca-
pes. Recentemente, a técnica de reagcdo em cadeiada
polimerase (PCR), temsidoempregada paradetec¢do
de espécies de tospovirus, apresentando um carater
universal (Mumrorpetal., 1996; Eirasetal., 1998). Esta
técnica, apesar da elevada sensibilidade,
especificidade e rapidez, pode apresentar resultados
falsos negativos, podendo, dessaforma, haver o esca-
pe a detec¢do, além do elevado custo (Eiras, 1997).

Na literatura ha trabalhos de deteccdo de
tospovirus utilizando sondas radioativas especi-
ficas para o gene do nucleocapsideo (N), que nao
apresentam carater universal, sendo virus especi-
ficas (GERMAN & Ricg, 1988; Ronco et al., 1989; Rice
etal., 1990; D HaaN et al., 1991; CHo et al., 1989).
Estes fatos foram confirmados com os resultados
obtidos para o gene N (fragmento de 453 pb), os
quais foram positivos somente para a espécie
TSWV, homélogaasondautilizada (Fig. 2A). Estes
resultados também confirmam os resultados de
ELISA, pois a divergéncia da proteina do
nucleocapsideo (codificada pelo gene N) é utiliza-
da como parametro taxonémico (De AviLa et al.,
1993, 1993a).

Asondal (fragmentode 731 pb) permitiuadetec¢éo
universal, sendo possivel a hibridizagdo com todas as
espécies detospovirustestadas (Fig. 2B). Estes resulta-
dosconfirmamosdadosrelatados por Van PoLwiketal.
(1997), que atraveés do alinhamento das sequiéncias de
nucleotideose deaminoacidosdoRNAL doINSVedo
TSWV encontraram niveis elevados de identidade e
similaridade, indicandoqueapolimeraseviral deveser
bastante conservada entre as espécies de tospovirus.

O presente trabalho relata pela primeira vez a
utilizacdo de sondas radioativas como método para
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Fig. 1 - Representacdo esquemética indicando as regides de anelamento dos oligonucleotideos nos RNAs
gendmicos de Tospovirus e os respectivos fragmentos de DNA, amplificados via RT-PCR, utilizados como

sondas para hibridizagao.
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Fig. 2 - Hibridizac&o via “slot-blot” com sonda
radioativaespecifica paraogene N (fragmento de
453 pares de bases) (A), e paraogene L (fragmento
de 731 pares de bases) (B), sintetizadas a partir da
espécie Tomato spotted wilt virus (TSWV). Amos-
tras constituem 1ug (30 L) de RNAs totais extrai-
dos paraasseguintesespécies de tospovirus: TSWV,
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut
ringspot virus (GRSV), Impatiens necrotic spot
virus (INSV), Chrysanthemum stem necrosis virus
(CSNV), Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) e
Iris yellow spot virus (1YSV). Temperatura de
hibridizacéo de 45 °C.

detec¢do simultanea de tospovirus. Com os resulta-
dos obtidos, tém-se a disposi¢do novas possibilida-
des de diagndéstico molecular, que pode ser aplicado
para deteccéo de tospovirus em programas de qua-
rentenae paraindexacdo de material vegetal proveni-
entede culturainvitro. Alémdisso, hibridizacdo com
sondas nédo radioativastambém podem ser utilizadas
apresentando vantagens com relagdo apossibilidade
de serem armazenadas por tempo indeterminado e
porapresentarem menor risco paramanipulacéo (Ei-
rRAs, 1997). Com o aumento da diversidade de
tospovirus (De AviLa et al., 1998; Bezerra et al., 1999;
Pozzeretal., 1999), os métodos de detecgéo universal
serdo importantes principalmente para se evitar a
introduc¢do de uma nova espécie de tospovirus em
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Fig. 3 - Hibridizacéo via “slot-blot” com sonda radi-
oativa do gene L (fragmento de 731 pares de bases),
sintetizadas a partir da espécie Tomato spotted wilt
virus (TSWV). Amostras constituem 1ug (30uL) de
RNASs totais extraidos para as seguintes espécies de
tospovirus: TSWV, Tomato chloroticspotvirus (TCSV),
Groundnut ringspot virus (GRSV), Impatiens necrotic
spot virus (INSV), Chrysanthemum stem necrosis
virus (CSNV), Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV)
e Iris yellow spot virus (IYSV). Temperatura de
hibridizacdo de 45 °C.

umanovaregido ou pais,como recentemente ocorreu
comagrandedispersdaodo INSV nohemisférionorte
(MarcHoux et al., 1991) e com a introdugéo acidental
do CSNV naHolanda (VERHOEVEN & ROENHORST, 1998).
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