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RESUMO

Para complementar a eficiéncia das analises fitopatoldgicas em Quarentenério, € viavel o uso
de protocolos adequados que apresentem precisao e especificidade. Dentro deste contexto, o
presente estudo teve como objetivo, adaptar um protocolo de PCR precedida pela transcri¢cao
reversa (RT-PCR) de modo a estabelecer um método padrdo em uma Unica etapa para diagnose
de virus pertencentes ao género Potexvirus. A deteccdo do produto de PCR foi realizada em
eletroforese em gel de agarose, e foi possivel verificar a amplificacdo do fragmento alvo, porém
com anelamentos inespecificos. Desta forma, para aprimorar a técnica, amostras foram
submetidas a reacdo de RT-PCR com gradiente de temperatura de anelamento, o que
possibilitou estabelecer as condigdes apropriadas para o ciclo da reagcdo. Os produtos
purificados da reacdo de RT-PCR foram submetidos a sequenciamento para confirmacédo dos
isolados analisados. A metodologia proposta no presente estudo, permitiu confirmar a presenca
de duas espécies do género Potexvirus em reacdo de RT-PCR em uma Unica etapa.
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INTRODUCAO

Para a eficiéncia dos diagndsticos de fitopatdgenos, alguns pontos importantes devem
ser considerados, tais como, a interacdo entre plantas e pragas, a adequacdo de avangos
cientificos e tecnoldgicos aos procedimentos quarentenarios, e as melhorias estruturais
necessarias (Marques et al., 2016). Em alguns casos os diagndsticos podem ser simples, e
baseados em analise visual, quando ha presenca de sintomas, e ocasionalmente, alguns sinais.
Porém, muitas vezes certos métodos necessitam ser complementados por ferramentas que
proporcionam resultados mais acurados e pontuais.

Muitas técnicas para detecgdo podem ser desenvolvidas, aplicadas e adaptadas, de
acordo com a ocasido e necessidade. Dentre as técnicas utilizadas, o método de RT-PCR
(Reverse transcription-polymerase chain reaction) apresenta resultados eficazes e de alta
sensibilidade (Gambino e Gribaudo, 2006). E uma técnica muito eficiente para identificacio de
virus em plantas. Baseia-se na amplificacéo e deteccdo do material genético dos virus de RNA,
em amostras vegetais infectadas (Fajardo e Nickel, 2015). Ha variag¢Oes da técnica, uma destas
variagOes é a RT-PCR one step (realizada em uma Unica etapa e em tubo Unico).
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Muitas metodologias que descrevem primers universais e genéricos sao muito
importantes para aplicagcdes em diagndsticos para grupos de patdégenos, como por exemplo 0s
virus. Para o género Potexvirus, Van der Vlugt e Berendsen (2002) desenvolveram e
descreveram um eficiente método que permite identificar infecgdes causadas por este género
de virus utilizando um conjunto de primers combinado com um primer para cDNA, sendo a RT
e PCR realizadas em etapas distintas. Com relacdo aos virus do género Potexvirus, sdo
transmitidos naturalmente por contato, material propagativo infectado e ndo apresentam
vetores. Os sintomas comuns para este grupo sao manchas anelares. Podem causar diversos
danos econémicos, ademais, ha espécies consideradas de importancia quarentenaria para o
Brasil. O presente estudo teve como objetivo adaptar o método de RT-PCR desenvolvido por
Van der Viugt e Berendsen (2002) para uma unica etapa, mantendo a sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de virus do género Potexvirus.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo, foram utilizados virus do género Potexvirus, das espécies
Hydrangea ringspot virus (HARSV) e Cymbidium mosaic virus (CymMYV), os isolados foram
mantidos em plantas de Hydrangea sp. e Oncidium sp., respectivamente, em casa de vegetacao
do setor de Virologia Vegetal do Instituto Agronémico (Campinas, SP). As extragdes do RNA
viral para HIRSV foram realizadas no més de marco de 2019, e para CymMYV foram realizadas
no més de janeiro de 2020, a partir de fragmentos provenientes de folhas das referidas plantas
exibindo sintomas tipicos. Para esta etapa foi utilizado o kit comercial Total RNA Purification
Kit (Norgen Biotek Corp.®).

Os produtos das extraces foram armazenados em microtubos de 1,5 mL (DNAse e
RNAse free), em ultrafrezer a -80 °C, até sua utilizacdo. A integridade foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose na concentracdo 1,2%, contendo 4uL de corante fluorescente de
acidos nucleicos (Brilliant Green®). O gel com as amostras foi submetido a eletroforese com
tampdo TAE (Tris-acetato-EDTA), por 45 minutos, 100V e 80 mA. A concentracado e qualidade
do &cido nucleico foi determinada em equipamento QIAxpert® System (Qiagen).

Para a reacdo de RT-PCR realizada em uma sé etapa, foram utilizados os primers Potex-
5 (5-CAYCARCARGCMAARGAYGA-3'), Potex-2RC (5'-AGCATRGCNSCRTCYTG-3) e
também Potex-1RC (5'-TCAGTRTTDGCRTCRAARGT-3") para a transcricdo reversa,
descritos por Van der Vlugt e Berendsen (2002). Para um volume de 25 pl de reacdo, foi
utilizado 12,5 pl do mix para PCR GoTagq® Green Master Mix (Promega®), 0,25 pl de cada
primer e 1 unidade da enzima AMV (Avian myeloblastosis virus, Promega®), e agua livre de
nucleases (Promega®) para completar o volume de 25 pl.

Os microtubos contendo o mix e amostra foram levados ao termociclador
(TProfessional, Biometra®), programado para os oligonucleotideos utilizados (Van der Vlugt
e Berendsen, 2002; Q-bank Plant Viruses and Viroids, 2014). Para adaptacdo da metodologia
para RT-PCR em Unica etapa, ao ciclo da PCR foi acrescentada a condigdo para a transcri¢éo
reversa (60°C por 37 minutos), pois no mix ja foram adicionados o primer para RT e a enzima
AMV. Esta etapa foi seguida pelas fases de desnaturacao inicial (94°C por 4 min); desnaturacao,
anelamento e extensdo (35x: 94°C por 30 s; 52°C por 30 s; 72°C por 45 s) e extensdo final
(72°C por 10 min), sendo na ultima etapa mantidos a baixa temperatura (4°C). Os resultados da
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amplificacdo por reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,2%),
seguindo as condicOes ja mencionadas no texto.

Com a finalidade de padronizar a metodologia para uso em analises de rotina, e evitar
anelamentos inespecificos, foi aplicada a estratégia de RT-PCR com temperaturas de
anelamento em gradiente. Foram avaliadas cinco temperaturas de anelamento, a partir da
temperatura estabelecida pelos autores (52°C), acrescentando e diminuindo 2°C: 48.1°C; 50°C;
54°C; 56°C; 58°C.

Para confirmacéo dos resultados das reacdes de RT-PCR, os produtos das rea¢des foram
purificados com o kit comercial QIAquick Purification Kit (Qiagen®) e enviados para
sequenciamento. A sequéncias obtidas foram analisadas e confirmadas por meio da ferramenta
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGETYPE=Blast
Search&LINK_LOC=blasthome) disponivel para consulta on-line no website do
NCBI/GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

RESULTADOS

A integridade das amostras foi confirmada por eletroforese em gel de agarose. A
concentracdo e qualidade do &cido nucleico determinadas em equipamento QIAXxpert® System
(Qiagen®), demonstraram-se satisfatorias (razéo 260/280: 1,7 - 2,15).

A RT-PCR foi realizada em uma Unica etapa. Desta maneira, fragmentos com
aproximadamente 584pb foram verificados para Potexvirus apds eletroforese em gel de
agarose, confirmando a quantidade de pares de bases descrita pelos autores dos
oligonucleotideos.

Além das amplificagbes por RT-PCR, também foi possivel verificar amplificacoes
multiplas de produtos inespecificos, e apds a reacdo de RT-PCR com gradiente de temperatura,
foi verificado somente o gene de interesse. Dentre as temperaturas avaliadas, a temperatura de
58°C, permitiu somente a amplificacdo do fragmento com aproximadamente 584pb. Na Figura
1 estdo apresentados os produtos das rea¢fes de RT-PCR de uma das amostras de Potexvirus
para demonstrar a eficiéncia da metodologia proposta, bem como a temperatura de anelamento
adequada para a situacdo, e esta condicdo foi eficiente para as duas espécies de Potexvirus
avaliadas.

Figura 1: Resultados da RT-PCR em uma Unica etapa para Potexvirus com gradiente de
temperatura de anelamento. Linhas 1 a 6: 48.1°C; 50°C; 52°C; 54°C; 56°C; 58°C.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGETYPE=Blast%20Search&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGETYPE=Blast%20Search&LINK_LOC=blasthome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

pg) convibra D

www.convibra.org

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

As sequéncias foram alinhadas e comparadas com outras sequéncias das espécies
avaliadas que estdo depositadas no GenBank, utilizando o programa Blast-n. Na analise
filogenética foi incluida a sequéncia Zucchini yellow mosaic virus (MK214425.1) como grupo
taxonémico externo (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo de relagdes filogenéticas entre as sequéncias dos fragmentos de RT-
PCR obtidos com o género Potexvirus, comparadas com sequéncias depositadas no GenBank.
Arvore Filogenética construida pelo método UPGMA.

DISCUSSAO

Certas metodologias proporcionam resultados satisfatérios, mas mesmo assim, é
possivel estudar maneiras de adapta-las para cada rotina de trabalho e objetivos. No presente
estudo, uma metodologia eficiente para identificacdo de espécies do género Potexvirus, foi
adaptada visando a otimizacdo do tempo, bem como economia de recursos.

O método e os primers descritos por Van der Vlugt e Berendsen (2002) para detecgdo
destes fitovirus demonstra muita sensibilidade e confiabilidade. Possivelmente, como muitas
metodologias, ndo seja viavel para todas as espécies, porém demonstrou eficiéncia para muitas
especies de importancia econémica (Van der Vlugt e Berendsen, 2002; Silva, 2011; Mejias et
al., 2015; Monger e Eden., 2019; Evallo et al., 2021).

A transcricdo reversa, para a producdo do cDNA a partir da molécula de RNA, pode ser
realizada em duas ou em apenas uma Unica etapa, por meio da transcriptase reversa, utilizando
Kits comerciais, primers especificos para esta finalidade, bem como a adaptacéo de protocolos
disponiveis na literatura. Quando ha possibilidade de realizacdo da RT-PCR em uma Unica
etapa, os resultados s&o obtidos em menos tempo, mantendo a qualidade das anélises.

As condicdes de temperatura do ciclo da RT-PCR foram aprimoradas apds o ajuste da
temperatura de anelamento, e foi possivel detectar a temperatura mais adequada para evitar
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anelamentos inespecificos. Tais produtos inespecificos sdo observados no gel de agarose como
bandas coradas pelo intercalante de DNA, que tem menor ou maior peso molecular que o
produto esperado (Persing, 1993; Rebougas, 2001), e assim comprometendo a clareza e
confiabilidade dos resultados.

CONCLUSAO

Adaptacdes de metodologias para determinadas rotinas de trabalho e ocasies permitem
0 uso de técnicas recentes, ou que foram desenvolvidas ha algum tempo, mas ainda sao viaveis
e muito importantes para o estudo de patégenos, como os fitovirus. O conjunto de primers
descritos por Van der Vlugt e Berendsen (2002) apresenta sensibilidade notavel na deteccao
para este género de virus, portanto esta claro que podem ser usados para detec¢do de um nimero
consideravel de espécies. A metodologia proposta no presente estudo sera aplicada em outras
espécies para prosseguir com a confirmacéo de sua eficiéncia, porém, até 0 momento, permitiu
a utilizacdo de primers universais e genéricos para a analise dos materiais utilizados,
confirmando a presenca de duas espécies o género Potexvirus em reacdo de RT-PCR em uma
Unica etapa.
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