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FIP 320 - DIAGNOSE E CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

DIAGNOSE E CONTROLE DE VIROSES VEGETAIS

Leitura recomendada:
Introdugdo a Virologia Vegetal (Caderno Didatico no. 87), capitulos 10 e 11

1. Diagnose no campo
a. observacao e historico detalhados da area
b. distribui¢ao das plantas sintomaticas no campo
c. observacao dos sintomas
d. coleta e envio do material para diagnose

2. Diagnose na casa-de-vegetacao

a. plantas indicadoras

b. inoculagdo via extrato vegetal tamponado

c. observacao e analise dos resultados (comparagdo com dados da literatura)

d. principais fontes de referéncia para gama de hospedeiros e sintomas induzidos por
virus de plantas

3. Diagnose no laboratorio
I. Sorologia
a. nogdes basicas
b. principais métodos sorologicos
c. execucao de um teste de ELISA
d. andlise e interpretacao dos resultados
Il. Métodos moleculares
a. nogdes basicas
b. montagem de um teste de PCR
c. analise e interpretacdo dos resultados

4. Controle
a. eliminagao das fontes de indculo
b. uso de material propagativo sadio
c. controle do vetor
d. resisténcia dos hospedeiro



PRINCIPAIS VIROSES DO TOMATEIRO

Mais de 50 espécies de virus sdo capazes de infectar o tomateiro. Abaixo estdo listadas as caracteristicas gerais das espécies de

frequente no Brasil.

ocorréncia mais

Doenca Agente Familia/Género | Transmissdo | Sintomas em Espécies indicadoras | Relacionamento | Variedades
etioldgico tomateiro sorologico com resistentes
outros virus
Mosaico ToRMV | Geminiviridae/ | mosca-branca | mosaico amarelo, N. benthamiana, sem informagdes | alguns hibridos
rugoso/ ToCMV | Begomovirus (circulativo rugosidade foliar, N. glutinosa comerciais sao
dourado TYVSV (todos) nao- mosaico de nervuras, | (mosaico severo e tolerantes
TGMV propagativo) | enrolamento das deformacao foliar)
outros folhas
Vira-cabeca | TSWV Bunyaviridae/ tripes pontuagdes necréticas | N. clevelandii, os trés virus o gene Sw-5
TCSV Tospovirus (propagativo) | e arroxeamento do Petunia hybrida possuem confere
GRSV (todos) tergo superior da (lesoes locais) relacionamento resisténcia as
planta, que se curva soroldgico entre si | trés espécies
para baixo
Estriado, PVY, Potyviridae/ afideos (ndo- | mosaico severo e N. glutinosa PVY e PepYMV | ndo existem
“risca” PepYMV | Potyvirus circulativo) epinastia (mosqueado) sao relacionados
(ambos) sorologicamente
Mosaico ToMV -/Tobamovirus | contato mosaico, corddo de Nicotiana glutinosa, T™MV a maioria dos
comum mecanico, sapato, necrose N. tabacum ‘Havana’ hibridos
semente (lesdes locais comerciais ¢
necraéticas) resistente




(cont.)

Topo amarelo | TYTV Luteoviridae/ afideos amarelecimento ndo ¢ transmitido via | sem informagdes | ndo existem
Luteovirus (circulativo intenso no tergo extrato vegetal
nao- superior da planta tamponado
propagativo)
Mosaico PVX -/Potexvirus contato mosqueado leve Gomphrena globosa | ndo ha nao existem
mecanico (losao local com borda
arroxeada)
Mosaico CMV Bromoviridae/ | afideos (ndo- | varia muito com a Cucurbita pepo ndo ha nao existem

Cucumovirus

circulativo)

estirpe, desde
mosqueado leve até
mosaico e distor¢ao
foliar acentuados,
incluindo corddo-de-
sapato

‘Caserta’ (mosaico)




PRINCIPAIS VIROSES DAS CUCURBITACEAS

Mais de 30 espécies de virus ja foram relatadas infectando espécies de cucurbitaceas. Abaixo estdo listadas as

ocorréncia mais frequente no Brasil.

caracteristicas gerais das espécies de

Doenca Agente Familia/Género | Transmissdo | Sintomas em Hospedeiros indicadores | Relacionamento | Variedades
etioldgico abobrinha de sorologico com resistentes
moita outros virus
Mosaico CMV Bromoviridae/ afideos (ndo- | mosaico e nao existem espécies que | ndo ha nao existem
Cucumovirus circulativo) deformacao foliar | diferenciem de outros
virus que infectam
cucurbitaceas
SqMV Comoviridae/ besouros mosaico e Cucumis metuliferus ndo ha ndo existem
Comovirus crisomelideos, | deformagao foliar | (lesdes locais)
semente
PRSV-W | Potyviridae/ afideos (ndo- | mosaico e Cucumis metuliferus espécies de alguns hibridos
Potyvirus circulativo) deformacao foliar | (mosqueado ou mosaico) | potyvirus, de meloeiro sao
incluindo WMV-2 | resistentes
e ZYMV
WMV-2 | Potyviridae/ afideos (ndo- | mosaico e N. benthamiana (mosaico) | espécies de ndo existem
Potyvirus circulativo) deformacao foliar potyvirus,
incluindo PRSV e
ZYMV
ZYMV Potyviridae/ afideos (ndo- | mosaico severo, Luffa acutangula espécies de ndo existem
Potyvirus circulativo) deformacao foliar | (mosaico) potyvirus,
acentuada Gomphrena globosa incluindo PRSV e
(lesdes locais) WMV-2
Vira-cabeca | ZLCV Bunyaviridae/ tripes espécies de ndo existem
Tospovirus (propagativo) tospovirus




PRINCIPAIS VIROSES DO MARACUJAZEIRO

Doenca Agente Familia/Género | Transmissdo | Sintomas em Hospedeiros indicadores | Relacionamento Variedades
etioldgico maracuja- sorologico com resistentes
amarelo outros virus
Endurecimento | CABMV, | Potyviridae/ afideos (ndo | mosaico, Phaseolus vulgaris outras espécies de ndo existem
dos frutos PWV Potyvirus circulativo) distorcao foliar, (mosaico) potyvirus; o
(ambos) endurecimento do | Vigna unguiculata CABMYV e 0 PWV
pericarpo dos (mosaico) sao relacionados
frutos sorologicamente
Mosaico CMV Bromoviridae/ | afideos (ndo | mosaico amarelo | Cucurbita pepo ‘Caserta’ | nao ha ndo existem
Cucumovirus circulativo) (mosaico)
Pinta verde PGSV Rhabdoviridae/ | acaros manchas verdes ndo ¢ transmitido via sem informagdes ndo existem
? (propagativo) | em folhas (apds a | extrato vegetal

senescéncia) e
frutos (ap6s o
amadurecimento)

tamponado




PRINCIPAIS VIROSES DO FEIJOEIRO

Mais de 30 espécies de virus ja foram relatadas infectando o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris). Abaixo estdo listadas as caracteristicas gerais das
espécies de ocorréncia mais frequente no Brasil.

Doenca Agente Familia/Género | Transmissao Sintomas em Hospedeiros Relacionamento Variedades
etiologico feijoeiro indicadores sorologico com resistentes
outros virus
Mosaico | BCMV Potyviridae/ afideos, mosaico, bolhosidade, | feijoeiro (mosaico), relacionado a maioria das
comum BCMNYV | Potyvirus ndo-circulativo e | necrose sistémica Nicotiana clevelandii sorologicamente ao | cultivares
pela semente (BCMNYV em (mosqueado) BYMV e outros brasileiras ¢
cultivares com o gene potyvirus, como resistente (genes
de resisténcia I) PVY e SMV I, bc3)
Mosaico | BGMV Geminiviridae/ | mosca-branca, mosaico amarelo feijoeiro (mosaico); o relacionado Onix, Iapar 57 e
dourado Begomovirus circulativo intenso, epinastia, BGMYV nao é solorogicamente a lapar 72 sao
nado-propagativo | encurtamento dos transmitido via extrato outras espécies de tolerantes
entre-nos vegetal tamponado begomovirus
Mosaico | BRMV Comoviridae/ besouros faixas ao longo das feijoeiro (mosaico, relacionamento Carioca, Aeté
em Comovirus crisomelideos nervuras formando um | enrolamento de vagens soroldgico distante | 1/37, Aeté 1/38 ¢
desenho desenho simétrico, ou lesdes locais, com outras espécies | Jalo possuem
(mosaico mosaico, rugosidade, | dependendo da cultivar), | de comovirus bom nivel de
rugoso) enrolamento das Chenopodium resisténcia
vagens amaranticolor (lesoes
locais)
Mosaico | BYMV Potyviridae/ afideos, mosaico amarelo, ervilha (mosaico), relacionado o gene By-2
amarelo Potyvirus ndo-circulativo | normalmente sem Chenopodium quinoa sorologicamente ao | confere
distorcao foliar (lesoes locais) BCMV, CABMV, | resisténcia

PWV
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FIP 320 - DIAGNOSE E CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

DETERMINACAO DA GAMA DE HOSPEDEIROS DE UM VIRUS

A gama de hospedeiros ¢ uma das caracteristicas bésicas dos virus de plantas.
Diferencas na gama de hospedeiros podem distinguir ndo apenas espécies de virus, mas
também estirpes da mesma espécie. A gama de hospedeiros pode ser utilizada para a
identificacdo de um virus desconhecido, comparando-se os resultados do teste com as
informacdes disponiveis na literatura. Em algus casos, novas espécies ou estirpes de virus
podem ser descritas com base em diferengas na gama de hospedeiros.

O teste avalia dois parametros: as espécies que sao hospedeiras do virus (tanto as que
apresentam sintomas como as que apresentam infeccao latente), e os sintomas induzidos pelo
virus em cada hospedeiro (locais e sist€émicos). As espécies de plantas incluidas em um teste
de gama de hospedeiros incluem as indicadoras mais comumente usadas em virologia vegetal,
além de plantas especificas para o virus em questdao (por exemplo, pode-se utilizar diversas
cultivares de tomateiro quando o virus em questdo infectar tomateiro).

As principais vantagens do teste de gama de hospedeiros incluem seu custo reduzido e
sua execucdo extremamente simples. E também um teste bastante sensivel, embora isso
dependa das caracteristicas do virus em estudo. Suas principais desvantagens incluem o tempo
necessario para avaliagdo dos resultados (no minimo duas semanas, freqlientemente chegando
a 4-5 semanas) ¢ a variabilidade nos resultados em fun¢do de condigdes ambientais e estado
fisiologico das plantas inoculadas. Além disso, exige espaco consideravel em casa-de-
vegetacao e pode ser trabalhoso no caso de virus que nao sao transmitidos via extrato vegetal
tamponado (ver abaixo).

Modos de transmissao

A enxertia constitui o meio garantido de transmitir um virus de uma planta a outras.
Porém, os seus resultados demoram e ¢ impossivel enxertar espécies botanicamente nao
relacionadas. O uso do inseto vetor ¢ uma alternativa muitas vezes utilizada. A transmissao
via extrato vegetal tamponado (transmissao mecanica) ¢ muito mais simples e rapida do que a
enxertia ou do que o uso do inseto vetor. Diversos virus de plantas sdo transmissiveis
mecanicamente, incluindo os tobamovirus, potyvirus, cucumovirus e tospovirus, e¢ alguns
geminivirus (TYLCV, BGYMYV). Entretanto, outros virus de grande importancia econdmica
nao sao transmitidos dessa forma, incluindo os luteovirus, closterovirus e varios geminivirus
(BGMV, ToRMV). A impossibilidade de se transmitir um virus mecanicamente esta
provavelmente associada a infeccao viral restrita as células do floema. Uma vez que durante a
inoculagdo mecanica atinge-se basicamente células da epiderme e do parénquima pali¢adico,
virus restritos ao floema nao serdo capazes de estabelecer uma infeccao sistémica.



Alguns cuidados basicos devem ser tomados para que um virus seja transmitido com
sucesso via extrato vegetal. Em primeiro lugar, ¢ essencial que o pH do extrato seja mantido
proximo ao 6timo para a estabilidade da particula viral. Esse pH 6timo € proximo ao neutro
para a maioria dos virus de plantas. E também necessario minimizar a atividade de enzimas
oxidativas e de compostos fendlicos, que podem desestabilizar a particula viral devido a
modificagdes na proteina do capsideo. A utilizagdo de uma solugdo tampao contendo agentes
redutores ou quelantes ¢ a forma mais comumente encontrada para satisfazer esses requisitos.
Os tampdes de fosfato sdo os mais empregados para transmissao mecanica, por serem
relativamente inertes e nao causarem efeitos deletérios as particulas virais. Entre os agentes
redutores e quelantes mais comumente usados pode-se citar o sulfito de sodio, -
mercaptoetanol, EDTA, PVP ou dietilditiocarbamato de sédio (Na-DIECA). Uma vez
preparado o extrato vegetal, esse deve ser rapidamente utilizado para a inoculagdo, pois
mesmo com os cuidados acima citados, a sobrevivéncia do virus no extrato € limitada.
Finalmente, deve-se assegurar que as células vegetais permitirdo a entrada das particulas
virais. Em outras palavras, deve-se provocar ferimentos nas células, mas impedindo que essas
morram, pois células mortas ndo permitirdo a replicacao viral. Esse objetivo ¢ atingido pelo
uso de um abrasivo, como o 6xido de aluminio, normalmente denominado Carborundum 600
(600 mesh). Esse abrasivo deve ser pulverizado sobre as folhas a serem inoculadas, ou pode
ser misturado ao extrato vegetal tamponado (o que ¢ mais pratico quando o numero de plantas
a serem inoculadas ¢ muito grande).

Todos os cuidados acima citados devem ser redobrados quando a planta a partir da
qual o extrato ¢ preparado contém altas concentragdes de compostos fendlicos e/ou oxidativos
(p. ex.: tomateiro, pimentdo, plantas lenhosas, plantas daninhas). A transmissdo mecanica
pode ser de baixa eficiéncia nesses casos.

Identificacéo viral baseada na gama de hospedeiros

Isolados virais coletados no campo podem ser tentativamente identificados com base
em suas respectivas gamas de hospedeiros. Nesse tipo de teste ¢ fundamental a utilizagdo de
testemunhas inoculadas apenas com a solugdo tampao utilizada para macerar as folhas
infectadas. As plantas inoculadas com o tampao sdo especialmente importantes, pois
permitem que se diferencie sintomas de infec¢ao viral da injuria freqiientemente causada pela
inoculagdo mecanica.



PRATICA
Materiais:

. tampdo de fosfato de potassio, 0,1 M, pH 7,2, contendo Na,SOs, a frio (2 a 5°C)

. almofariz de porcelana e pilao recentemente retirados do congelador

. gaze

. carburundum, 600 mesh

. espécies a serem inoculadas:
Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa, Lycopersicon esculentum, Nicotiana
glutinosa, N. rustica, Phaseolus vulgaris.

Procedimento:

. marcar ANTES da inoculacdo o vaso ou lote de vasos com etiquetas, indicando a espécie
vegetal sendo inoculada, o inoculador e a data

. polvilhar Carborundum 600 nas folhas a serem inoculadas

. macerar a folha infectada no almofariz, na presenca do tampao, numa propor¢ao aproximada
de 1:5 (peso da folha:volume de solugdo tampao)

. a gaze molhada no in6culo deve ser corrida sem pressao na folha, minimizando a injtria aos
tecidos e células

. as plantas inoculadas devem ser mantidas em casa-de-vegetacao; o surgimento dos sintomas
deve ser observado periodicamente (pois muitas vezes o sintoma se modifica com o passar
do tempo), a partir de trés dias ap6és a inoculagdo (lesdes locais podem surgir em até 48
horas a.i.); anote os sintomas observados nas folhas inoculadas (sintomas locais) e nas
folhas nao-inoculadas (sintomas sistémicos), utilizando a tabela na préxima pagina.



Espécie 12 semana 2% semana 3% semana

Chenopodium amaranticolor

Chenopodium quinoa

Lycopersicon esculentum

N. glutinosa

N. rustica

Phaseolus vulgaris

. assinale os sintomas na forma de uma fragdo: o numerador corresponde aos sintomas nas
folhas inoculadas, ¢ o denominador corresponde aos sintomas nas folhas nao-inoculadas;
represente os sintomas da seguinte maneira: --, sem sintomas evidentes; am,
amarelecimento; cl, clorose; cn, clarcamento de nervuras; df, deformagdo foliar; ef,
enrugamento foliar; ep, epinastia; Ic, lesdo local clordtica; Ica, lesdao clordtica com
contorno anelar; In, lesdo local necrética; Ina, lesdo necrdtica com anéis concéntricos; Ip,
“line patterns”; ma, mancha anela; mc, mancha clordtica; m, mosaico; ma, mosaico
amarelo; mb, mosaico com bolhas; mq, mosqueado; mt, morte da planta; rc, reducao de
crescimento
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GAMA DE HOSPEDEIROS PARCIAL DE ALGUNS VIRUS DE OCORRENCIA
FREQUENTE EM AMOSTRAS ANALISADAS PELO LVVM/DFP

Espécie T™MV CMV PRSV-W | ZYMV | WMV-2 | PVY
Nicotiana tabacum ‘TNN’ | lln/- -/m -/- -/- -/- -/cn, m
N. tabacum ‘Samsum’ -/m -/- -/- -/- -/- -/m
N. tabacum ‘Havana 425 | lln/- -/m,df | -/- -/- -/- -/mq
N. benthamiana -/m, mt | -/ma, df | -/- -/- -/m -/mq
N. clevelandii -/m -/mq -/- -/- -/- -/-

N. glutinosa 1ln/- -/mq, m | -/- -/- -/- -/mq
N. debney -/m -/- -/- -/- -/- -/m
N. rustica -/m -/m -/- -/- -/- -/mq
Lycopersicon esculentum | -/m, cs | -/cs -/- -/- -/- -/m
Capsicum annuum -/m, df |-/m -/- -/- -/- -/m
Chenopodium quinoa -/- llc/- llc, lln/- llc/- llc/- llc/-
C. amaranticolor lln/- llc/- llc/- llc/- llc/- llc/-
Gomphrena globosa -/- -/- -/- llc/- -/- -/-
Datura stramonium -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Phaseolus vulgaris -/m* -/m* -/- -/- -/- -/-

* apenas algumas estirpes desses virus infectam esse hospedeiro

. os sintomas em folhas inoculadas/nao inoculadas estao indicados por: am, amarelecimento;
cl, clorose; cn, clareamento de nervuras; cs, cordao-de-sapato (estreitamento do limbo
foliar, por vezes restando apenas a nervura central); df, deformagao foliar; ef, enrugamento
foliar; ep, epinastia; Ic, lesdo local clordtica; Ica, lesao clordtica com contorno anelar; In,
lesdao local necrética; Ina, lesdo necrdtica com anéis concéntricos; Ip, “line patterns”; ma,
mancha anela; mc, mancha clorética; m, mosaico; ma, mosaico amarelo; mb, mosaico com
bolhas; mq, mosqueado; mt, morte da planta; rc, reducdo de crescimento; -, sem sintomas
evidentes.
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FIP 320 - DIAGNOSE E CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

ELISA INDIRETO PARA DIAGNOSE DE VIROSES VEGETAIS

Materiais

Placas de poliestireno, 96 cavidades

Anti-soros, soro normal

Conjugado cabra anti-coelho com fosfatase alcalina

Substrato (p-nitrofenil-fosfato)

Amostras vegetais para diagnose

Amostras vegetais infectadas (controles positivos)

Tampéo de extracdo: Na,CO;/NaHCOs (3,18/5,86g), NaN3 (0,02%), PVP (2%), ovalbumina
(0,2%), Na-Dieca (0,45 %), H,0 q.s.p. 2 litros; pH 9,6 com H,CO;

PBS-T: NaCl (32,0g), KH,PO4 (0,8g), Na,PO4 (4,6g), KCl (0,8g), NaN; (0,02%), Tween 20
(0,05%), H,O q.s.p. 4 litros; pH 7,4 com HCl

Tampéo PEP (diluicdo do AS e do conjugado): PBS-T (1.200 ml), PVP (2%), ovalbumina
(0,2%)

Tampéo do substrato: dietanolamina (97 ml), NaN; (0,2 g), HO (800 ml)

Almofariz e pilao

Gaze

Micropipetas

Procedimento
a) preparo e adi¢éo das amostras: 8:00 hs.

As amostras serdo maceradas em almofariz, na presen¢a de tampao de extragdo. Colete
aproximadamente 0,5 g de folhas e adicione 2,5 ml de tampao (dilui¢do 1:5). Em seguida,
adicione 100 pl de cada amostra nas respectivas cavidades da placa, conforme o esquema.
Serdo realizadas trés repeti¢des para cada amostra, ou seja, cada amostra serd adicionada a
quatro cavidades da placa. A incubagdo sera a 37°C por aproximadamente uma hora.

b) lavagem da placa: 10:00 hs.

Ap6s decorrido o periodo de incubagdo as placas sdo lavadas com PBS-T. As lavagens
serdo realizadas manualmente, com auxilio de uma pisseta. Inicialmente, remova os extratos
vegetais virando a placa de para baixo, e em seguida adicione o PBS-T em cada cavidade.
Deixe a placa em repouso por dois minutos, e repita a lavagem duas vezes.



C) preparo e adi¢cdo do anti-soro: 10:30 hs.

Os anti-soros serdo utilizados na dilui¢ao 1:10.000. Para tanto, adicione 1 pl de AS em
uma placa de Petri, e em seguida adicione 10 ml do tampao PEP. Adicione 100 pl do AS
diluido a cada cavidade da placa. A incubagdo serd a 37°C por aproximadamente uma hora.
Apos a incubagao, repita as lavagens (item b).

d) preparo e adi¢éo do conjugado: 12:00 hs.

O conjugado (cabra anti-coelho com fosfatase alcalina) sera utilizado na diluigao
1:2000, em PEP. Prepare um total de 10 ml de conjugado diluido, e adicione 100 pl em cada
cavidade da placa. A incubacdo sera a 37°C por aproximadamente 3 horas, repetindo-se as
lavagens (item b) apos a incubagao.

e) preparo e adicao do substrato: 15:30 hs.

O substrato utilizado sera o p-nitrofenil-fosfato. Esse substrato esta disponivel na
forma de pastilhas contendo 5 ou 20 mg. Prepare uma solucdo de substrato a 1 mg/ml em
tampao do substrato. Mantenha as pastilhas sempre no escuro até que a dissolu¢ao destas no
substrato se complete. Em seguida, adicione 100 pl de substrato em cada cavidade. As placas
serdo incubadas a temperatura ambiente, no escuro, até que os controles positivos
desenvolvam a cor amarela (O.D. = 1,0). Esse tempo normalmente varia de 15 minutos a 1
hora. Os resultados serdao obtidos apos leitura da intensidade da cor em cada cavidade, em um
aparelho apropriado.

f) interpretacéo dos resultados

A maneira mais simples e pratica de se interpretar os resultados de um teste de ELISA
¢ por meio de um grafico de barras. Obtenha os valores médios de leitura para cada amostra
(quatro cavidades), e construa um grafico com as amostras no eixo X, € os valores de
absorbancia no eixo Y. As amostras positivas sdo aquelas cujos valores de absorbancia sao
superiores ao dobro do valor dos controles negativos. E comum que se use também o valor da
média do controle negativo mais duas vezes o desvio padrao.
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A coluna 1 deve ficar em branco (calibracdo da leitora de placas)

2 A,B,C,D:
2 E,F,G,H:
3 A,B,C,D:
3 EF,G,H:
4 A,B,C,D:
4 E,F,G,H:
5 A,B,C,D:
5 E,F,G,H:
6 A,B,C,D:
6 E,F,G,H:
7 A,B,C,D:
7 E,F,G,H:
8 A,B,C,D:

8 E,F,G,H:
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FIP 320 - DIAGNOSE E CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS
EXTRACAO DE DNA PARA DETECCAO DE GEMINIVIRUS

1. Coletar um pequeno pedago de tecido foliar e colocar em tubo de microcentrifuga de 1,5
ml.
2. Adicionar 500 pl de tampao de extracdo e macerar com um pistilo plastico.

Opcionalmente, pode-se fazer a maceracao em saco plastico, com o auxilio de um bastao
de madeira ou de vidro ou de um pistilo de almofariz, transferindo-se entdo o macerado
para o tubo.

3. Adicionar 33 ul de SDS 20%, agitar por dois minutos e incubar a 65°C por dez minutos.

4. Adicionar 160 pul de acetato de potassio SM, agitar por dois minutos e centrifugar por dez
minutos.

Remover o sobrenadante transferindo-o para um novo tubo.

Adicionar 0,5 volume de isopropanol, agitar e centrifugar por dez minutos.

Remover cuidadosamente o sobrenadante e descarta-lo.

el

Adicionar 500 pl de etanol 70%, centrifugar por cinco minutos e remover todo o
sobrenadante.

9. Secar a vacuo por cinco minutos e ressuspender em 150 ul de agua.

Tampaéo de extracao: 100 mM TRIS pH 8.0
50 mM EDTA
500 mM NacCl

10 mM B-mercaptoetanol
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REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

O exemplo abaixo consiste em uma reacao de PCR para amplificagao de fragmentos do DNA-
A de virus pertencentes ao género Begomovirus (um dos quatro géneros da familia
Geminiviridae), utilizando oligonucleotideos universais para esse género de virus de plantas.
Ao se preparar um grande numero de reacdes para diagnose do mesmo tipo de virus, como
todas as reagdes sdo iguais (exceto o DNA molde e a enzima), ¢ preparada uma mistura
contendo todos os demais componentes da reagdo. O preparo dessa mistura minimiza os erros
de pipetagem, comuns quando se trabalha com volumes da ordem de microlitros.

Composic¢ao da reacao:

Componente VVolume por reacdo | NUmero de reacdes | Volume na mistura
tampdo da enzima 5ul
MgCl, 5ul
dNTP’s 4 ul

oligonucl. 5’ (1978) {0,5 ul

oligonucl. 3 (496) 0,5 pl

DNA molde N e
Tag DNA 0,5 ul

polimerase

agua 31,5 ul

TOTAL S e

Como DNA molde ¢ utilizado DNA extraido das plantas a serem testadas. A seqiiéncia dos
oligonucleotideos universais para o DNA-A de begomovirus (PALIv1978 ¢ PAR1c4960) foi
determinada por Rojas et al. (Plant Disease 77:340, 1993).

Os componentes da reacao sdo adicionados ao tubo onde sera preparada a mistura, na seguinte
ordem:
dgua = tampao da enzima = MgCl, = dNTP’s = oligonucleotideos

Os tubos correspondentes a cada reacao individual sao mantidos no gelo enquanto se adiciona
o DNA molde a cada tubo. A enzima ¢ adicionada a mistura imediatamente antes de adicionar
a mistura aos tubos individuais. Concluido o preparo da reagdo, os tubos sao transferidos para
o bloco do termociclador. O aparelho ¢ programado com os seguintes parametros:



. 94°C por 1 minuto (desnaturagio)

. 50°C por 1 minuto (alinhamento)

. 72°C por 2 minutos (extensio)

. 35 ciclos

. extensdo final a 72°C por 10 minutos
. incubacdo final a 4°C

Concluida a reacao, os resultados sdo analisados por meio de eletroforese em gel de agarose
(0,9%) em tampao TBE, corado com brometo de etideo. O fragmento amplificado, nesse caso,
deve ter aproximadamente 1.200 pares de bases.

- T~ ~
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PAL1v1978 ®
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Representacdo esquematica do genoma de um begomovirus tipico. O genoma viral ¢é
composto por duas moléculas de DNA de fita simples, circulares. Ambos os componentes
genomicos (DNA-A e DNA-B) possuem aproximadamente 2.600 nucleotideos, e suas
seqliéncias de nucleotideos sao completamente diferentes, exceto por uma regido comum
(RC) com aproximadamente 200 nucleotideos que contém a origem de replicagdo. Os genes
presentes em cada componente estao indicados pelas setas. Em tracejado esta representada a
regido amplificada pelos oligonucleotideos universais PAL1v1978 e PALc496.
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