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INTRODUCAO

O Virus do Mosaico Estriado do Trigo (WhMV) ¢ uma ameaga a produgdo de trigo,
transmitido pelo fungo Polymyxa graminis, sendo capaz de reduzir a produtividade em até
50%, com registros no Sul do Brasil, Paraguai ¢ Africa do Sul. A detec¢do precoce é
fundamental para o manejo da doenca, mas os métodos convencionais apresentam limitagdes
de custo e infraestrutura. Este estudo propde uma abordagem inovadora para detec¢dao do
WhMV através de uma técnica molecular conhecida como LAMP. Esta técnica ¢ capaz de
identificar a presenca de DNA de patégenos de forma rapida e sensivel. No entanto, a detec¢ao
a campo ainda ¢ um problema, pois carece de métodos preciso de visualizagdo do DNA
amplificado. A estratégia usada neste estudo usa a proteina GCN4 para capturar o DNA
amplificado permitindo a deteccdo simples, rapida e de baixo custo, com potencial de
quantificagdo em equipamentos comuns de laboratério ampliando a aplicabilidade para
monitoramento de viroses agricolas.

DESENVOLVIMENTO
A proteina GCN4 foi expressa e purificada em bactérias Escherichia coli BL21 PlysS que
receberam, por eletroporacdo — técnica que utiliza pulsos elétricos para abrir poros

temporarios na membrana celular e permitir a entrada do plasmideo contendo o gene GCN4
— o plasmideo de interesse. A proteina foi produzida com seis caudas de histidina, que sao
capazes de se ligar a resina de niquel (Ni-NTA) devido a interacdo de cargas, permitindo a
captura seletiva da proteina durante a purificagdo. As células foram cultivadas em meio SOC,
induzidas com IPTG para estimular a expressdo da proteina e, em seguida, rompidas por
sonica¢ao, um processo que utiliza ondas sonoras para quebrar as membranas celulares e
liberar o conteudo intracelular. A proteina foi entdo purificada por afinidade na resina de
niquel, analisada por SDS-PAGE 12% e quantificada em espectrofotdmetro. Para os ensaios
de deteccdo do virus WhSMV, foram coletadas folhas e caules de trigo (cultivar BRS
Guaramirim) com sintomas de mosaico, confirmadas por RT-PCR, e amostras de plantas
sadias foram usadas como controle. Para garantir a especificidade, foram incluidos controles
negativos com o virus da necrose estriada do arroz (RSNV, familia Benyviridae) e o virus do
nanismo amarelo da cevada (BYDYV, familia Tombusviridae). O RT-LAMP foi realizado com
seis primers (F3, B3, FIP, BIP, LF e LB) direcionados a oito regides do gene CEP11, envolvido
na formacao do capsideo viral, prote¢cao do RNA e transmissao. Os primers internos FIP e BIP
foram modificados: o FIP recebeu um sitio de reconhecimento para a proteina GCN4,
permitindo que o produto amplificado fosse capturado especificamente por GCN4, e o BIP foi
biotinilado, de forma que pudesse interagir com a estreptavidina nos ensaios de deteccdo. As
reagdes de RT-LAMP foram incubadas a 65 °C por 60 min e finalizadas a 80 °C por 10 min,
com os produtos analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Posteriormente, os
produtos foram aplicados em ensaios de ELISA, com GCN4 imobilizado em placas de 96
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pocos e deteccdo por estreptavidina-HRP/TMB, e em Dot Blot, com GCN4 imobilizado em
membrana de nitrocelulose e revelagdo por quimioluminescéncia e TMB.

RESULTADOS

A proteina GCN4 foi expressa em E. coli e purificada com sucesso por Ni-NTA, apresentando
alta solubilidade e pureza, confirmada por SDS-PAGE (~10 kDa, sem contaminantes). Nos
ensaios de deteccdo do WhSMYV, os primers modificados (FIP com sitio para GCN4 e BIP
biotinilado) permitiram a captura especifica dos produtos de RT-LAMP em ELISA e Dot Blot.
A amplificagdo ocorreu com ou sem modificagdes, mas a deteccdo foi observada apenas
quando ambos os primers estavam alterados. Controles negativos ndo geraram sinais,
confirmando especificidade. O Dot Blot mostrou captura eficiente e deteccdo por métodos
colorimétricos € quimioluminescentes. Assim, a imobilizacdo via GCN4 demonstrou ser
eficiente, especifica e promissora para ensaios rapidos de diagnéstico molecular em campo.

CONSIDERACOES FINAIS
O trabalho mostrou que a proteina GCN4, aliada ao RT-LAMP, permite detectar WhSMYV de
forma rapida, especifica e de baixo custo, com potencial para uso em kits rapidos de campo.
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Figura 1. Dupla andlise dos produtos LAMP do WhSMV. As mesmas reagoes LAMP foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose (4) ou ensaio ELISA (B).
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