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RESUMO: O tomateiro é uma olericola de grande importancia econdmica e uma das mais suscetiveis a
viroses, dentre as quais, a causada pelo virus do mosaico do tomateiro (ToMV), género Tobamovirus, que
tem como sintomas mosaico verde claro-escuro nas folhas, afilamento dos foliolos e diminui¢céo da producéo,
entre outros sintomas. Visando a identificagdo do ToMV, foram produzidos anticorpos monoclonais (MAbs),
testados através de PTA- ELISA (“plate trapped antigen- enzyme linked immunoassay”). O MAb (10.H1) foi
utilizado para avaliar a capacidade de identificagdo do ToMV em testes no campo em plantas de tomate
infectadas. O MAb n&o apresentou reagao cruzada com TMV (tobamovirus do mosaico do tabaco) nem com
extrato de plantas sadias. O ToMV das amostras foi isolado, purificado e re-inoculado em plantas de tomateiro
e de tabaco, para confirmagdo dos sintomas. Em “immunobloting” o MAb 10.H1 reconheceu somente a
proteina referente a capa protéica do ToMV (de 17,5 kDa). A especificidade do MAb 10.H1 pode permitir o
diagndstico precoce desta doenca na fase de plantulas, ainda em casa de vegetagéo, evitando assim a

disseminagéo desta virose no campo.
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IDENTIFICATION OF TOMATO MOSAIC VIRUS (TOMV) TOBAMOVIRUS
USING MONOCLONAL ANTIBODIES

ABSTRACT: Tomato is a highly important crop for the world economy, and very susceptible to virus diseases,
among them the tomato mosaic tobamovirus (ToMV), which causes light and dark green mosaic in the leaves,
decreases yield, among other symptoms. With the aim of early identifying ToMV in biological material, harvested
from crop fields, monoclonal antibodies (MAbs) were produced against ToMV. The MAb 10.H1 tested through
PTA-ELISA (Plate Trapped Antigen—Enzyme-Linked immunosorbent assay), does not cross-react with TMV
(tobacco mosaic tobamovirus) or with proteins extracted from plant sap. The MAb was able to identify ToMV
from infected plants. The ToMV was isolated, purified and used to re-inoculate tobacco and tomato plants to
confirm the symptoms. In immunoblotting assays the MADb recognizes only the band corresponding to the coat
protein of the ToMV (17.5 kDa). The MAb 10.H1 opens the possibility to identify TOMV in tomato seedlings

avoiding its dissemination in cropped fields.
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INTRODUGAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é
suscetivel a mais de 40 viroses que ocorrem no mundo
e, embora a virose causada pelo virus do mosaico do
tomateiro (“tomato mosaic virus - ToMV), género
Tobamovirus, ndo seja a virose mais importante na
cultura no Brasil, vem acarretando prejuizos crescentes
no Estado de S&o Paulo, devido a variedade de mesa
“Santa Clara” apresentar alta suscetibilidade a esse
virus, que é transmitido via sementes (Bastos, 1998).
Desta forma, programas de melhoramento aliados a
testes precisos de diagnéstico precoce tem assumido
uma importancia cada vez maior (Jones et al., 1991) O
tomate é atualmente um dos dez primeiros produtos da
agricultura brasileira (Melo, 1997), com uma produgao de
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3,1 milhdes de toneladas de tomate para mesa e para
industria em cerca de 65 mil hectares no ano de 1999
(Agrianual 2000). O Brasil € o nono produtor mundial e
o Estado de Sao Paulo como principal produtor no pais
com cerca de 767.580 toneladas, em 14.030 ha,
responsavel por quase um tergco do tomate produzido
(Agrianual, 2000). Os sintomas do ToMV no tomateiro
s80: mosaicos de areas verde claro e escuro nas folhas;
enrolamento, redugao e afilamento de foliolos, além de
apresentar aspecto bolhoso nas folhas e aspermia nos
frutos (Jones et al., 1991). Sua transmissao pode se dar
através de tratos culturais, por ferramentas e pelo
manuseio humano, assim como pode se alojar nas
sementes, tornando-se assim um importante meio de
disseminagdo, o que ndo ocorre com o TMV (Zaitilin &
Israel, 1975).
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No exterior o ToMV tem se tornado uma doenga
importante em cultivos hidropdnicos de tomate e
pimentdo, onde ha uma disseminacgao rapida da doenga
causando grandes prejuizos econémicos para 0s
produtores (Schuerger & Brown, 1997).

A tecnologia de produgdo de anticorpos
monoclonais (Kohler & Milstein, 1975) no setor agricola
e na producdo de tomates, pode auxiliar no diagndstico
do ToMV em sementes e plantulas e também, em
diversas fases do processo produtivo, como estocagem
e comercializagdo de produtos, contribuindo para
melhorar a qualidade do produto.

O uso de plantas indicadoras para realizar
diagndstico requer instalagbes apropriadas e principalmente
tempo, desde a produgado das mudas das plantas
indicadoras, até a visualizagao dos sintomas apés a
inoculagédo dos virus, além da existéncia de estirpes do
TMV que também podem causar sintomas semelhantes
aqueles causados pelo ToMV. Assim, quando se trata de
estabelecer a sanidade de um lote de sementes ou o
diagndstico da doenca ja instalada no campo, o uso de
plantas indicadoras pode ser substituido pelo teste ELISA
com monoclonais. Ha pelo menos duas estirpes do ToMV
ja relatadas no Estado de Sao Paulo, TM-1 e TM-2 (Bastos,
1998) dentre as cinco estirpes de ToMV relatadas,
denominadas (Rast, 1975), o que reforca a necessidade de
se ter um teste eficiente para o diagnéstico desta doenca.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e Virus - Foram utilizadas sementes de
tabaco da espécie Nicotiana rustica (tabaco asteca) e de
Nicotiana tabacum “Turkish NN”. As plantulas de tomate
variedade Santa Clara, com cerca de 40 dias de idade,
utilizadas para reprodugao dos sintomas do ToMV.

O in6culo do ToMV, estirpe TM-1 estava
armazenada em folhas de tomateiro. A estirpe de TMV
numerada 898/9718, apresentava-se armazenada em
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum “Turkish NN”). A
multiplicacdo do ToMV foi feita por meio de inoculagao
mecanica em plantas Nicotiana rustica (tabaco asteca)
utilizando-se como indculo foliolos de tomateiro infectado
com ToMV estirpe TM-1 macerado em almofariz, na
presenca de PBS (8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,15 g Na,HPO,;
0,2 g KH,PO,), pH 7,36, diluido1:20 em agua destilada
deionizada. O TMV também foi multiplicado em plantas
de Nicotiana tabacum “Turkish NN”, através de
inoculagdo mecanica (Matthews, 1993). Ambos os
tobamovirus foram purificados por gradiente de sacarose,
descrito por Caner et al. (1990).

Produgéo de Anticorpos Monoclonais - A produgao de
anticorpos monoclonais seguiu protocolos ja
estabelecidos (Duarte, 2000) utilizando-se quatro
camundongos fémeas BALB/c, de dois meses de idade
que receberam 20 ug do antigeno puro em cada injegao,
num total de 4 imunizagdes, a intervalos de 15 dias,
conforme protocolo descrito (Gesztesi et al., 1996).
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Ensaio Imunoenzimatico - A titulagcdo dos soros dos
animais foi realizada por teste indireto de ELISA (“enzime
linked immunosorbent assay”) do tipo “Plate Trapped
Antigen” (PTA-ELISA) (Crowther, 1995) para determinar
a concentragcdo do antigeno necessaria para
sensibilizacdo das placas e do titulo dos antissoros
produzidos. O ELISA foi realizado com conjugado anti-
imunoglobulina 1IgG de camundongo marcado com
peroxidase (leitura a 492 nm) e com fosfatase alcalina
(leitura a 405 nm) (“blotting grade affinity purified goat
anti-mouse 1gG (H+L) human IgG conjugate” - Bio Rad).
No caso de marcagdo com peroxidase, o substrato
utilizado para reacao foi orto-fenilenodiamina (OPD)
contendo H,0O,, diluido em tamp&o de OPD (5 mg mL"
de tamp&o), no escuro por 2 a 3 minutos e bloqueada
com solugéo de H,S 2,5 mol L" procedendo-se a leitura
a 492 nm. No caso da marcagao com fosfatase alcalina,
a revelagéo foi feita com p-Nitrofenil fosfato (PNPP)
dissolvido em tampao de PNPP , na proporgéo de 2 mg
mL" e lido a 405 nm (Duarte, 2000). As leituras foram
realizadas em leitor de microplacas (BioRad mod. 550)
e foram consideradas reagdes positivas as amostras com
trés repeticdes que apresentaram média superior a trés
vezes 0 controle negativo (Sutula et al., 1986). Para o
ELISA, amostras de plantas e frutos infectados e de
plantas sadias foram maceradas em tampao PBS, na
concentragdo de 0,1 g mL”, empregando-se plantas
infectadas com o complexo do vira-cabega como controle
negativo, por ser a virose mais freqlente na regidao de
coleta do material. Suspensdo de ToMV purificado foi
utilizado como controle positivo.

Fusdo e Sele¢do de Clones - A fusdo de células de
mielomas com células esplénicas do camundongo foi
realizada segundo Koéhler & Milstein (1975), bem como
a selecgédo inicial de hibridomas positivos. A colbénia
escolhida contra o ToMV (10H1), foi clonada e expandida
para garrafas de cultura de 25 cm’® contendo “Feeder
Layer” de macrdfagos e meio R10 para recuperagdo em
meio artificial (Duarte, 1996).

Isotipagem - para a isotipagem dos anticorpos
monoclonais foi utilizado um “kit Immuno Select”
(monoclonal antibody-based isotyping system for mouse
immunoglobulins - Gibco BRL - cat. no. 9660SA),
seguindo as especificagdes do fabricante, contendo os
seguintes padrdes de imunoglobulinas: 1gG1, 1gG2a,
IgG2b, IgM, IgA, Kappa e Lambda.

Coleta de material em campo - foi coletado material
infectado com ToMV na regido de Conchal (Caner et al.,
1990), em seis grandes areas produtoras de Tomate
(Mogi-Guagu, Conchal e Aguai) e no principal viveiro de
mudas (Viveiro “Nova Era”, Fazenda Cantinho Il, Mogi-
Guagu), conforme mapa na Figura 1.

Immunobloting - Os géis de proteina total SDS-PAGE
foram realizados segundo Laemmli (1970), utilizando gel
de 10% e de 3% em sistema vertical da Hoefer 16 cm,
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Figura 1 - Mapa mostrando a regido do Brasil referente aos municipios de Conchal, Aguai e Mogi-Guagu (Regides produtoras de tomate),

locais de coleta das plantas infectadas com ToMV.

corados com prata (Gomes et al., 2000) e transferidos
para membrana de nitrocelulose, conforme protocolo
descrito em (Harlow & Lane, 1988) utilizando o sistema
de transferéncia “Mini-V8.10 Vertical Gel Electrophoresis
System” (Gibco BRL cat. 21078). A membrana foi
incubada com conjugado anti-camundongo marcado com
peroxidase e revelada com 4-cloronaftol.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anticorpos monoclonais foram produzidos
contra o ToMV e estes anticorpos foram especificos
para a identificacdo do ToMV, sem apresentar reacao
cruzada com extratos de plantas sadias. Dos
camundongos imunizados, 0 camundongo 3 apresentou
melhor resultado para a retirada do bago para a fusao
(Figura 1). Foram obtidos cerca de 123 hibridomas em
10 placas de fusdo, dos quais, oito colénias “maes”
foram selecionadas e congeladas. A colbnia
denominada 10 H1 foi empregada para clonagem por
apresentar melhor titulo em ELISA e ndo apresentar
reagao cruzada com TMV (Figura 2). Das 10 placas de
clonagem, foram escolhidos 5 coldnias: 10H1H1,
10H1B9, 8G7D4, 8G1B2, 3B8A8 e 10H6DG,
respectivamente (Figura 3). que apresentaram alta
reagdao com o ToMV e baixa reagdo cruzada com TMV,
além de apresentarem bom crescimento nas placas de
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24 orificios e posteriormente nas garrafas de 25 cm’.
Estes clones foram expandidos e congelados, enquanto
estavam sendo testados.

O melhor clone 10H1H1, foi multiplicado e
reclonado, sendo escolhido o clone 6H9 para ser
multiplicado via ascite (Harlow & Lane, 1988). Para
facilitar a marcacao, foi adotado a nomenclatura de
10.H1 para este clone.

Isotipagem - Neste ensaio, os MAbs 10H1.H1, 10H1.B9,
8G7.D4 e 8G1.B2 apresentaram titulos positivos para a
IgG2a, comparados com o controle positivo do Kit,
enquanto que os MAbs 3H8.A8 e 10H6.D6 apresentaram
titulo para o isotipo IgG2b. Todos os MAbs foram
caracterizados com cadeia leve do tipo Kappa , bastante
comum em camundongos (Roitt et al., 1992 ). A
vantagem do uso deste Kit é a facilidade de utilizagéo
aliado a rapidez dos resultados.

Ensaio com as Amostras Coletadas - Neste ensaio do
tipo ELISA indireto foram utilizados amostras coletadas
no campo reagindo contra o MAb 10.H1, produzido
contra o ToMV (Figura 4). As plantas infectadas
coletadas foram separadas em dois grupos: Amostra 1
— plantas com sintomas severos de ToMV e Amostra 2
— plantas com poucos sintomas de ToMV. Na figura 4
podemos observar maior titulo na amostra 1, comparada
com a amostra 2. Diversos controles negativos foram
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utilizados, como folhas de variedades de tomate sadio
e amostra infectada com complexo do Vira-cabega. Além
de folhas utilizadas nas amostras 1 e 2, frutos e
sementes infectadas foram utilizadas neste ensaio,
mostrando que o MAb produzido, 10.H1 é especifico para
amostras de folhas infectadas com ToMV.
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Figura 2 - Titulagdo dos soros dos camundongos imunizados a
intervalos de 20 dias, onde foram coletados os soros 1,
2, 3 e 4 respectivamente. Cada curva representa
resultados do ELISA realizado com soro na diluicdo de
1:200 dos quatro animais e do camundongo normal,
usado como controle.
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Figura 3 - Resultados da titulagdo dos anticorpos monoclonais
selecionados contra o ToMV, utilizando 100 ul de
sobrenadante de cultura, em ensaio do tipo ELISA-PTA
utilizando TMV e ToMV como antigenos.
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Figura 4 - ELISA-PTA de amostras coletadas no campo mostrando
sintomas de ToMV, comparado com plantas sadias,
plantas com sintomas de TMV e do complexo Vira-
cabega. O MAb 10.H1 foi utilizado como antissoro, na
concentragdo de 10 mg de IgG mL".
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Teste Biologico em Plantas de Tomate e de Tabaco -
As plantas de tomate inoculadas com o ToMV isolado
das amostras coletadas em campo mostraram sintomas
bastante severos, levando algumas plantas a definharem
completamente e outras a exibirem sintomas bastante
caracteristicos de afilamento de foliolos e mau
desenvolvimento das plantas. Tal procedimento é
recomendado quando se deseja certeza na avaliagao
dos sintomas observados em campo, tornando assim o
diagnéstico confiavel (Matthews, 1992). As inoculagbes
apresentaram resultados semelhantes aos obtidos por
Weber & Pfitzner (1998), afilamento acentuado nas
folhas de tomate infectado como primeiro sintoma em
plantas jovens, enquanto ostros autores relatam
primeiramente sintomas de mosaicos verde claro e
escuro nas plantas (Figuras 5 e 6).

Na inoculagdo de plantas de Nicotiana tabacum
“Turkish NN”, com o ToMV, as folhas exibiram sintomas
tipicos de lesdo local. Conforme descrito em Mattheus
(1993), o uso de diferentes variedades de tabaco
produzem diferentes tipos de sintomas (lesdo local,
sintomas sistémicos, cloroses etc), dependendo da
espécie ou estirpe do virus inoculado. Neste trabalho a
espécie de tabaco utilizada (Nicotiana tabacum “Turkish
NN”) reage com lesdes locais quando inoculada com
ToMV ou com TMV (Figura 7).

Immunobloting - Neste ensaio, o MAb 10.H1 foi utilizado
para revelar a presenga das bandas protéicas referentes
ao ToMV em gel de eletroforese de proteinas totais, em
plantas de tomate e de tabaco (Nicotiana tabacum
“Turkish NN”) infectadas, e em plantas de tomate e
tabaco sadias (Figura 8).

Na Figura 9 vemos uma banda de peso
aproximado de 20 kDa , que segundo a literatura
(Mattheus,1992; Ohno et al., 1984) corresponde a banda
da capa protéica do ToMV de 17,5 kDa. A banda aparece
nos extratos de planta de tomate infectado e embora
menos evidenciada, na amostra de fumo infectada. A
proteina de 17,5 kDa, além de ser parte estrutural dos
tobamovirus, influencia os sintomas da doenga,
determinando se a lesao sera necroética local ou
sistémica, como também as plantas resistentes, pela sua
constituicdo de aminoacidos (Mattheus, 1992).
Resultados semelhantes foram obtidos em
‘immunoblotting” de tobamovirus por Hamamoto et al.
(1997), porém utilizando fragmentos das proteinas
isoladas por RT-PCR.

A escolha dos testes de ELISA neste trabalho se
deu pelo fato do ELISA ser rapido e apresentar alta
sensibilidade e alta especificidade quando se trata de
diagnostico de doencgas (Crowther, 1995). Embora os
estudos recentes de virus da plantas apontem para
técnicas como PCR e RT-PCR e “fingerprinting” (Joelson
et al., 1997; Jacobi et al., 1998), inclusive para a
identificagdo do ToMV (Routh et al., 1997). trabalhos
caracterizando o ToMV e o TMV tém sido realizados
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Figura 5 - Sintomas severos do ToMV em planta de tomate var.
Santa Clara (a esquerda), em comparagéo com a planta
sadia (a direita).

Figura 6 - Sintoma tipico de afilamento e deformagéo dos foliolos do
tomateiro causada pela inoculagdo do ToMV. Na foto,
todos os foliolos apresentam-se deformados.

Figura 7 - Folha de tabaco ( N. rustica) exibindo sintomas locais
devido a inoculagdo com ToMV (folha de cima),
comparado com folha sadia (folha que esta abaixo).

utilizando somente imunoensaios (Bachand & Castello,
1998). Como principal vantagem esta o fato de que uma
vez estabelecido o ensaio, um técnico de nivel médio é
perfeitamente capaz de realizar o ELISA e analisar os
dados, uma vez que se trata de uma reagao colorimétrica
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Figura 8 - Gel de eletroforese de proteinas totais corado com prata
onde temos o padrdo de peso molecular em kDa,
canaleta 1: amostras de tomate com ToMV; 2: amostra
de tomate sadia; 3: amostra de tabaco com ToMV; 4:
amostra de tabaco sadia.

Amostra de tomate com ToMV
Amostra de tomate sadia
Amostra de fumo com ToMV
Amostra de fumo sadia

Banda do ToMV
reconhecida pelo
MADb 10.1H1

Figura 9 - Imuno Blot utilizando o MAb 10.H1, revelado com 4-
cloronaftol, onde vemos apenas uma banda referente a
capa protéica do ToMV, mais evidenciada na amostra
de tomate e menos evidente na amostra de fumo.

de resultados visuais. J& o PCR e técnicas afins
necessitam, depois de estabelecido o teste, de pessoal
especializado principalmente para a analise dos
resultados. Neste trabalho nos propusemos a produzir
os anticorpos monoclonais e realizar testes com
amostras do campo, utilizando o ToMV com modelo,
mostrando que é possivel, a partir destes resultados
fazer o diagndstico desta e de outras doengas através
de testes rapidos destinados a agricultores e produtores
de mudas de tomate.
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