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Resumo

NEVES, Carolina Garcia. Amplificac&o isotérmica mediada por Loop: Umatécnica
rapida e eficiente para a deteccdo de Trialeourodes vaporariorum e Sclerotinia
sclerotiorum em sementes de soja. 2021. 79f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

A demanda por alimentos esta cada vez maior devido as grandes transformacgdes que
o mundo vem passando. O Brasil é destaque na producéo e exportacao de alimentos
e a cada ano que passa a producédo de graos vem batendo recorde. Porém, as perdas
causadas por doencas e pragas sao um grande limitante da produtividade e, para
evitar estes prejuizos, precisamos realizar o controle de forma rapida e eficiente. O
primeiro passo para 0 sucesso no controle de doencas € a deteccdo da
praga/patdgeno na area de cultivo e essa deve ser precoce e correta. A amplificacédo
isotérmica mediada por loop é uma técnica molecular que vem sendo utilizada em
diversos campos biolégicos. Nao necessita de equipamentos sofisticados para sua
aplicacao e por isso pode ser empregada no campo ou em laboratério. Além disso, a
visualizacéo dos resultados pode ser feita diretamente a olho nu através da mudanca
de cor da reacdo. Nesse estudo utilizamos a técnica para realizar a rapida
identificacdo da mosca branca Trialeurodes vaporariorum, com ou sem extracdo de
DNA. Nosso resultado demonstrou que para a identificacdo sdo necessarios apenas
60 minutos de incubacéo, sendo dispensavel a etapa de extracdo de DNA. Também,
foi desenvolvido um teste LAMP para deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de soja. Nesse estudo, nossos resultados demonstram que com um
potencial de in6culo de 48 horas, € possivel detectar o patdégeno quando apenas 1%
das sementes de soja estao infectadas com o fungo. Ambos os trabalhos fornecem
resultados valiosos para as areas de entomologia e fitopatologia. E demonstram a
versatilidade da técnica que pode ser aplicada com diferentes materiais biologicos.

Palavras-chave: mosca branca, mofo branco, diagnose, mudanca de cor.



Abstract

NEVES, Carolina Garcia. Loop-mediated isothermal amplification: A fast and
efficient technique for the detection of Trialeourodes vaporariorum and Sclerotinia
sclerotiorum in soybean seeds. 2021. 79f. Tese (Doutorado) — Programa de POs-
Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

The demand for food is increasing due to the great changes that the world has been
going through. Brazil stands out in the production and export of food and with each
passing year the production of grains has been breaking a record. However, losses
caused by diseases and pests are a major limitation of productivity and, to avoid these
losses, we need to carry out the control quickly and efficiently. The first step towards
successful control is the detection of the pest / pathogen in the cultivation area and this
must be early and correct. Loop-mediated isothermal amplification is a molecular
technique that has been used in several biological fields. It does not need sophisticated
equipment for its application and therefore it can be used in the field or in the
laboratory. In addition, the results can be visualized directly with the naked eye by
changing the color of the reaction. In this study, we used the technique to quickly
identify the whitefly Trialeurodes vaporariorum, with or without DNA extraction. Our
result showed that for the identification, only 60 minutes of incubation are necessary,
and the DNA extraction step is unnecessary. Also, a LAMP test was developed to
detect Sclerotinia sclerotiorum in soybean seeds. In this study, our results demonstrate
that with a 48-hour inoculum potential, it is possible to detect the pathogen when only
1% of soybean seeds are infected with the fungus. Both works provide valuable results
for the areas of entomology and phytopathology. And they demonstrate the versatility
of the technique that can be applied with different biological materials.

Keywords: whitefly, white mold, diagnosis, change color
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Introducéo geral

As projecdes indicam que em 2050 a populagcdo mundial sera de 10 bilhdes de
habitantes (ONU, 2019), o que torna a demanda por alimentos cada vez maior. Com
a transformacédo que o mundo vem passando, a seguranca alimentar esta ameacada
e precisamos trabalhar para alimentar o mundo.

O Brasil é conhecido por ser um grande produtor e exportador de alimentos em
todos os segmentos. Para exemplificar, na safra de grédos 2019/2020 o pais bateu um
recorde histérico com 257,8 milhdes de toneladas produzidas, com destague para
soja, milho e algoddo (CONAB, 2020). Embora a producdo seja muito grande, as
perdas ocasionadas tanto por fatores abidticos como bidticos (pragas e doencas)
também sdo (EMBRAPA, 2018). Um estudo realizado por Savary et al (2019), estimou
as perdas causadas por pragas e patdgenos nas culturas do trigo, arroz, milho, batata
e soja em todo o mundo. Os dados mostram que a média das perdas por cultura é:
trigo 21,5%, arroz 30%, milho 22,5%, batata 17,2% e soja 21,4%. Ainda no mesmo
trabalho, os autores destacam que as maiores perdas ocorrem em paises que estdo
em desenvolvimento e apresentam um rapido crescimento populacional.

Diante disso, € notavel a importancia da diagnose de doencas para que
medidas de controle sejam adotadas o mais rapido possivel a fim de evitar as perdas
econdbmicas, bem como a disseminagdo dos patdgenos para outras plantas e até
mesmo outros locais. Porém, algumas vezes a identificagdo correta ndo é realizada e
dessa forma a medida de controle adotada ndo € suficiente para conter a doenca.
Outras vezes, ainda, sdo utilizados meétodos antigos de identificacdo, os quais
necessitam de tempo, laboratério e pessoal treinado para tal. Outra questdo que
muitas vezes dificulta a diagnose correta da doenca € a variabilidade genética
apresentada pelos patdgenos, pois alguns métodos ndo conseguem acompanhar a
evolucao dos patégenos, ndo sendo capaz de identificar especificamente a nivel de
bidtipo, patovar, raca, formae speciales.

Muitos métodos de diagnose sao utilizados, principalmente aqueles baseados
nos sintomas da doenca, na morfologia do microrganismo, nas reacdes de
patogenicidade, no entanto, esses exigem pessoas extremamente treinadas,
equipamentos adequados e demandam tempo, 0 que muitas vezes dentro de um
sistema de producéo ndo se tem (HORSFALL & COWLING, 1977). Com o avango na

criagdo de tecnologias, principalmente nos estudos de biologia molecular, técnicas
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baseadas na PCR (reacdo em cadeia da polimerase) tém sido amplamente difundidas
e tém demonstrado resultados de grande valor para a area de taxonomia. Contudo,
da mesma forma que os métodos convencionais, para realizar essa técnica é
necessario mao de obra qualificada e um laboratoério equipado para trabalhos com
biologia molecular (DAI et al., 2012).

Diante desses entraves, a amplificacédo isotérmica mediada por loop (LAMP), é
uma alternativa para suprir essa demanda, sendo uma técnica molecular altamente
especifica e sensivel, pode ser utilizada diretamente no campo, pois ndo necessita de
equipamentos especificos para execucdo. LAMP foi inicialmente utilizada na area
meédica, para deteccdo do virus da hepatite B (HBV) (NOTOMI et al. 2000). Em 2020
também foi utilizado para deteccdo da COVID-19, como uma alternativa a técnica
molecular padrdo, RT-gPCR, pois essa requer equipamentos complexos, pessoal
treinado, além de um periodo longo para obtencao do resultado (THOMPSON & LEI
2020). Além disso, por ser uma técnica molecular, LAMP é capaz de detectar as
mutacbes que ocorrem no genoma dos organismos e dessa forma consegue
acompanhar a evolugdo dos organismos, sendo possivel identificar as espécies a
nivel de biétipo, patovar, racas, formae speciales.

Na fitopatologia, a aplicacdo de LAMP inicia em 2003, quando dois trabalhos
foram publicados para deteccdo de virus que causam doencas em plantas. Foi
realizada a deteccdo de Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) em tomate e no seu
vetor, mosca branca (FUKUTA et al., 2003a) e a deteccdo de Japanese yam mosaic
virus (JYMV) em inhame (FUKUTA et al., 2003b). Na area de entomologia, o primeiro
trabalho foi realizado em 2009 e foi aplicado para rapida identificacdo da mosca-da-
fruta do Mediterraneo Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) (HUANG
et al., 2009).

Diante de tudo isso, o objetivo deste trabalho é apresentar as ultimas
atualizacbes sobre a aplicagdo de LAMP na deteccdo de patdgenos, bem como
demonstrar sua aplicacdo para a identificacdo da mosca branca Trialeurodes
vaporariorum e na deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja.

A mosca branca € uma praga agricola de grande importancia mundial que
causa danos as plantas através da alimentacéo no floema, sugando a seiva; excregado
do honeydew, além da transmissao de diferentes espécies de virus (BYRNE &
BELLOWS, 1991). A espécie Trialeurodes vaporariorum é conhecida como mosca

branca de casa de vegetacdo. Sua identificagcéo é dificil de ser realizada, devido a sua
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semelhanca com a espécie Bemisia tabaci. Embora sejam morfologicamente
diferentes, o seu pequeno tamanho dificulta a diferenciacdo. Dessa forma, técnicas
moleculares tém sido utilizadas para tal e LAMP vem a ser uma alternativa promissora.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um fungo de grande importancia
econdmica, pois € responsavel por causar a doenca conhecida como mofo branco. As
sementes infectadas por micélio ou contaminadas com esclerddios constituem a
principal forma de disseminagéo deste fungo (ADAMS & AYERS, 1979). Para isso,
diferentes métodos para deteccdo do patdgeno em sementes de soja séo relatados,
dentre eles: incubagao em substrato de papel ou método do papel de filtro (“blotter
test”); em rolo de papel e em meio agar-bromofenol Neon (NASSER et al., 1999;
MACHADO, 2002; PERES et al., 2002; TAYLOR et al., 2006; Manual de andlise
sanitaria de sementes, 2009). No entanto, a eficiéncia desses métodos é variavel e o
tempo para execucao € longo, o que acaba comprometendo a agilidade do processo.
Sendo assim, LAMP também se encaixa para uso na deteccdo de patdégenos em

sementes.
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Resumo

O controle das doencas é crucial para minimizar as perdas potenciais na agricultura e com isso
manter a produtividade das culturas elevada. Porém, para que 0 manejo seja eficaz é necessario
gue o patogeno seja detectado de forma precoce e correta nos campos de producdo. Diferentes
métodos de diagnose podem ser empregados desde o0s baseados na sintomatologia até os testes
moleculares. A amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica molecular
que tem sido amplamente utilizada em diversos campos bioldgicos, devido a facilidade com
que pode ser aplicada. A reacdo pode ser realizada em uma Unica condicdo térmica, devido a
utilizacdo da DNA polimerase Bst, isolada da bactéria Bacillus stearothermophilus, a qual tem
alta atividade de deslocamento. LAMP é um método de amplificacdo altamente exponencial
que produz o DNA alvo em quantidades de 10°-10'° vezes entre 45 e 60 minutos a 60-65°C.
Apresenta como vantagens a visualizacdo dos resultados diretamente a olho nu e o fato de ndo
precisar de equipamentos sofisticados para sua aplicacdo. Na fitopatologia, a técnica vem
ganhando destaque sendo empregada na detec¢do de fungos, virus, bactérias, nematoides e
fitoplasmas, bem como no monitoramento de fungos resistentes a fungicidas. LAMP pode
beneficiar a agricultura para que diagndsticos precoces, precisos e sensiveis possam ser
realizados nos campos de cultivo e assim minimizar as perdas causadas por doencas.

Palavras-chave: Lamp, Diagnose, Fungos, Virus, Nematoides, Bactérias, Fitoplasmas

Abstract

Disease control is crucial to minimize potential losses in agriculture and thereby maintain high
crop productivity. However, for the management to be effective, the pathogen must be detected
early and correctly in the production fields. Different methods of diagnosis can be used, from
those based on symptoms to molecular tests. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
is @ molecular technique that has been widely used in several biological fields, due to the ease
with which it can be applied. The reaction can be carried out in a single thermal condition, due

to the use of Bst DNA polymerase, isolated from the bacterium Bacillus stearothermophilus,
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which has high displacement activity. LAMP is a highly exponential amplification method that
produces the target DNA in amounts 10°-101° times between 45 and 60 minutes at 60-65°C. It
has as advantages the visualization of the results directly with the naked eye and the fact that it
does not need sophisticated equipment for its application. In phytopathology, the technique has
been gaining prominence in the detection of fungi, viruses, bacteria, nematodes and
phytoplasmas, as well as in the monitoring of fungicide-resistant fungi. LAMP can benefit
agriculture so that early, accurate and sensitive diagnostics can be carried out in the fields of
cultivation and minimize losses caused by diseases.

Keywords: LAMP, Diagnosis, Fungi, Virus, Nematodes, Bacteria, Phytoplasmas

1. Introducéo

As projecdes indicam que em 2050 a populacdo mundial sera de 10 bilhdes de habitantes
(ONU, 2019), o que torna a demanda por alimentos cada vez maior. Com a transformagao que
0 mundo vem passando, a seguranca alimentar estd ameacada e precisamos trabalhar para
alimentar o mundo (LE & VU, 2017).

O Brasil é conhecido por ser um grande produtor e exportador de alimentos em todos
0s segmentos. Para exemplificar, na safra de grdos 2020/2021 o pais alcancou 260,8 milhdes
de toneladas produzidas, com destaque para soja, milho e algoddo (CONAB, 2021). Embora a
producdo seja muito grande, as perdas ocasionadas tanto por fatores abidticos como bidticos
(pragas e doencas) também sdo (EMBRAPA, 2018). Um estudo realizado por Savary et al
(2019), estimou as perdas causadas por pragas e patdgenos nas culturas do trigo, arroz, milho,
batata e soja em todo 0 mundo. Os dados mostram que a média das perdas por cultura é: trigo
21,5%, arroz 30%, milho 22,5%, batata 17,2% e soja 21,4%. Ainda no mesmo trabalho, 0s
autores destacam que as maiores perdas ocorrem em paises que estdo em desenvolvimento e
apresentam um rapido crescimento populacional.

Diante disso, é notavel a importancia da diagnose de doencas para que medidas de
controle sejam adotadas o mais rapido possivel a fim de evitar as perdas econdmicas, bem como
a disseminacdo dos patdgenos para outras plantas e até mesmo outros locais. Diferentes
métodos diagndsticos podem ser empregados para deteccdo de patdgenos, desde aqueles mais
simples como os baseados nos sintomas da doenga, até os mais sofisticados, fundamentados na
amplificagéo de acido nucleico.

A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica rapida e eficiente
gue tem como objetivo amplificar uma regido especifica de DNA. LAMP ¢ realizada em

condigdes isotérmicas necessitando apenas de um banho maria ou um bloco aquecido para que
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a reacdo ocorra (NOTOMI et al., 2000). Foi primeiramente desenvolvida para suprir uma
demanda na area de satde humana, sendo o primeiro trabalho desenvolvido para a detec¢do do
virus da hepatite B (HBV) (NOTOMI et al. 2000). Porém, em pouco tempo, comegou a ser
utilizada para deteccéo de patdgenos em plantas. O primeiro trabalho publicado foi em 2003,
para deteccdo de Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) um virus da familia Geminiviridae,
que infecta tomate e é transmitido por mosca branca (Bemisia tabaci). Além de ter sido
detectado em plantas de tomate infectadas, TYLCV também foi detectado no seu vetor, a mosca
branca (FUKUTA et al. 2003a). Desde os primérdios da sua utilizacdo LAMP ja demonstrava
sua versatilidade, detectando patdgenos em diferentes materiais. A partir dai, LAMP tornou-se
uma opcdo réapida e robusta para deteccdo de fungos, virus, bactérias, nematoides e fitoplasmas
gue causam doencas em plantas.

No Brasil, algumas pesquisas vém sendo desenvolvidas com a utilizacdo da técnica
LAMP em diferentes areas de estudo. Na deteccdo de patdgenos de plantas alguns trabalhos
podem ser citados: deteccdo de Macrophomina phaseolina em sementes de feijdo (ROCHA et
al. 2017); deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum no solo e em tecidos vegetais de plantas de soja
(GRABICOSKI et al. 2020) e a deteccdo de Xanthomonas citri pv. fuscans e Xanthomonas
phaseoli pv. phaseoli em folhas de feijao (PAIVA et al. 2020). Além desses, também ha
pesquisas na area de salde humana: deteccdo de Zika virus (ZIKV) em tecidos humanos e no
seu vetor (SILVA et al. 2020); deteccdo de Leishmania infantum agente causal da leishmaniose
visceral (BEZERRA et al. 2020). Ainda, um trabalho de grande relevancia a nivel mundial foi
desenvolvido no Brasil utilizando a técnica LAMP para deteccdo de SARS-CoV-2 a partir de
amostras de saliva de pessoas sintomaticas e assintométicas (SANTOS et al. 2021).

Nessa revisdo, discutimos e resumimos uma gama de testes LAMP desenvolvidos para
deteccdo de patdgenos em plantas. Tais informacbes podem ser de grande valia para

pesquisadores que queiram utilizar a técnica na sua area de pesquisa.

2. LAMP

A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica de diagnostico
molecular, relatada pela primeira vez por Notomi et al. (2000) e vem sendo amplamente
utilizada em diversos campos bioldgicos, devido a facilidade com que pode ser aplicada
(NOTOMI et al. 2000).

LAMP pode ser realizada em uma Unica condi¢do térmica, sem a necessidade de
mudancas de temperatura durante a amplificacdo (CHEN et al. 2012) isso € possivel devido a

utilizacdo da DNA polimerase Bst, isolada da bactéria Bacillus stearothermophilus, a qual tem
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alta atividade de deslocamento. Apresenta-se como uma técnica de amplificacdo altamente
exponencial que produz o DNA alvo em quantidades de 10°-10*° vezes entre 45 e 60 minutos
a 60-65°C (NOTOMI et al. 2000). Dessa forma, diferentemente das técnicas baseadas na PCR,
as quais necessitam de variacdes de temperatura para obtencdo do resultado e com isso
equipamentos especificos (termociclador) para ser empregada, LAMP supera essa limitagéo,
podendo beneficiar a agricultura para que diagndsticos precisos e sensiveis sejam realizados
diretamente nos campos de producédo de forma rapida (DAI et al., 2012).

A técnica baseia-se na amplificacdo do acido nucleico através da utilizacdo de quatro
ou seis primers: dois externos (F3 e B3), dois internos (FIP e BIP) e primers de loop (FL e BL),
0s quais véo se ligar a 6 ou 8 regides distintas da sequéncia alvo, tornando-a altamente
especifica (NOTOMI et al. 2000; TOMITA et al., 2008) (Figura 1). LAMP tem a capacidade
de amplificar mais copias do DNA alvo em menos de uma hora e em temperatura constante
quando comparado com a PCR, que necessita de um ciclo de temperatura de trés etapas
(NOTOMI et al. 2000). Além do mais, os primers de loop, quando utilizados, podem acelerar
0 processo de amplificacdo do loop, completando a reacdo em 20-30 minutos (MORI &
NOTOMI 2009; NAGAMINE et al. 2002).

3wzl Fzc T (- " (e (e (- Jn 5'

5 = {2 ST ol —n e = h—yE7c (= 3
Figura 1. Localizag&o dos primers LAMP na sequéncia alvo. F3 e B3 sdo 0s primers externos.

F2 e F1c formam o primer FIP. B2 e B1c foram o primer BIP. FL e BL representam os primers

loop.

Na figura 2, observa-se como ocorre a amplificacdo da sequéncia alvo que ocorre
alternando entre duas etapas, a ndo ciclica e a ciclica. Na etapa ndo ciclica [1], a amplificacdo
do DNA incia ap0s a reacdo atingir a temperatura em que a enzima possui atividade. Nessa, 0s
loops séo formados nas extremidades da fita de DNA, essa formacgéo se da pela atuacdo dos
iniciadores internos (FIP e BIP) juntamente com o deslocamento propiciado pelos iniciadores
externos (F3 e B3) (TOMITA et al., 2008). A etapa ciclica [2] ocorre apds a formacgédo dos
loops. Nesta etapa somente 0s iniciadores internos vao atuar no anelamento e sintese das quatro
regides distintas do alvo, sendo elas as sequéncias, F2c, Flc, B1 e B2. Isso se da, pois
diferentemente da etapa néo-ciclica, as regides em que os iniciadores externos se anelam (F3c

e B3c) estardo ausentes nessa etapa, sendo assim a fita sintetizada pelo iniciador interno nédo
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sera deslocada pelo iniciador externo e sim pelos loops formados na extremidade da fita
(NOTOMI et al., 2000). Na fase ciclica, apds o anelamento e formacéo do loop pela regido B1
e Blc, a sintese é iniciada. Com a auto-ativacdo da sintese promovida pelo loop nessa regido, a
fita anteriormente sintetizada pelo iniciador FIP é liberada. A fita simples liberada é uma
repeticdo invertida da estrutura de partida, e é nessa fita invertida que o iniciador BIP reconhece
a regido B2c, esse se anela e sintetiza 0 DNA, formando uma nova fita complementar que
apresentara outros loops produzindo novas coépias invertidas da sequéncia alvo. Essas
sequéncias poderdo formar multiplas estruturas devido ao deslocamento das fitas
complementares sintetizadas pelos iniciadores internos (NOTOMI et al., 2000; TOMITA et al.,
2008).

[ F3c I Fic |

¢ mme
5 Forward inbemal
prineee (F1F]
3 | B r
I Backward intemal 5

primer (BIF])

Amplificacdo Exponencial

Figura 2. llustracdo das etapas ndo ciclica e ciclica da reacdo LAMP.

Ao longo do tempo, LAMP apresentou diversos avangos com relacdo a sua aplicagéo e
diferentes formas foram sendo aperfeicoadas: LAMP convencional (LAMP); LAMP de
transcrigdo reversa (RT-LAMP); multiplex LAMP (mLAMP) e LAMP em tempo real
(QLAMP). LAMP convencional é aquele comumente utilizado. No RT-LAMP uma enzima
denominada transcriptase reversa é adicionada a reacdo para permitir a deteccdo de RNA
(NOTOMI et al. 2000). Da mesma forma que o LAMP convencional, RT-LAMP pode ser

realizado em uma Unica etapa, incubando todos os primers, Bst polimerase e transcriptase
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reversa em uma temperatura constante. Tal avanco na técnica deve-se principalmente para
possibilitar sua utilizacdo na deteccdo de virus que possuam genoma de RNA (MORI et al.
2013). O mLAMP ¢é uma abordagem que realiza a detec¢éo de varios genes alvo em uma Unica
reacao (LAU et al. 2015). Ja o gLAMP tem capacidade de quantificar o DNA ou RNA alvo em
tempo real, através da utilizacdo de um termociclador em tempo real ou de um turbidimetro em
tempo real (NAGAMINE et al. 2002; MORI et al. 2013).

A visualizacdo dos produtos da amplificacdo pode ser feita pela adicdo de indicadores
juntamente na mistura da reacdo, podendo ser antes do processo, por exemplo o azul de
hidroxinaftol (HNB) e calceina ou apds a reacdo ocorrer, como 0 brometo de etidio, outros
corantes também sao utilizados, por exemplo, EvaGreen, SYBR Green e Pico Green (LE et al.
2017). Com a utilizacdo do HNB o resultado positivo pode ser observado pela mudanca da cor
na reacdo, isso devido a alteracdo do pH, ja a calceina e o brometo de etidio nas reagdes
positivas vdo emitir fluorescéncia sob luz UV. HNB e calceina sdo os mais utilizados em rela¢éo
ao brometo de etidio devido a sua seguranca. Uma outra forma de confirmar o sucesso da reacao
LAMP é através da turbidez do pirofosfato de magnésio no fundo do tubo. A turbidez
aumentada pode ser medida em tempo real ou ao final da reacdo (ALMASI et al. 2013), outra
forma é através de um indicador de pH visivel, baseado na producédo de protons e subsequente
queda do pH do meio, resultando na alteracéo da coloragdo da reacdo, de rosa (negativo) para
amarelo (positivo) (TANNER et al. 2015). Além desses, os produtos LAMP podem ser
visualizados sob luz UV apos eletroforese em gel de agarose, o que vai ser observado séo as
varias repeticOes invertidas de DNA como uma escada no gel (Le ROUX et al. 2009).

Assim, LAMP representa uma técnica de deteccdo simples, rapida e sensivel que pode
ser usada com eficacia para deteccdo de patdgenos e mutacbes genéticas em locais remotos e

sem a necessidade de equipamentos especificos.

3. Deteccdo de patdgenos de plantas

Nos ultimos anos, muitos trabalhos tém sido publicados mostrando a utilizagcdo de LAMP
na detecgdo de fungos, virus, bactérias, nematoides e fitoplasmas. De maneira geral, observa-
se na literatura um aumento nas publicagdes a partir do ano de 2012 (figura 3a), tendo um &pice
no numero de publicacdes em 2019 (Figura 3a). Quando observamos individualmente os
patogenos, trabalhos realizados com fungos e oomycetos (figura 3b) e virus (figura 3c) se
destacam. No entanto, sua utilizacdo vem crescendo na deteccdo de bactérias (figura 3d),

fitoplasmas (figura 3e) e nematoides (figura 3f).
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Figura 3. Numero de publicacdes listadas na PubMed (status de 2021), pesquisa refinada para
aparéncia no titulo das palavras: a) LAMP; plant pathogen; b) LAMP; plant fungus; detection;
c) LAMP; plant virus; detection; d) LAMP; plant bacteria; detection; e) LAMP; phytoplasma;

detection; f) LAMP; plant nematodes; detection.

3.1 Virus

LAMP foi desenvolvido primeiramente para atender a area de salide humana e, como
descrito anteriormente, o primeiro trabalho publicado foi para detec¢do do HBV. A area de
virologia vegetal também foi pioneira nos estudos da aplicacdo de LAMP para deteccdo de
patégenos de plantas e abrange o maior numero de publica¢cdes na literatura. Os virus séo
parasitas obrigatorios e causam danos severos em diferentes culturas de interesse agricola
(cereais, frutas, vegetais) alem de plantas ornamentais. Estima-se que mais de 900 espécies de
virus podem causar doencas em diferentes hospedeiros e suas perdas podem chegar entre 10 e
15% (ROOSSINCK 2013).
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Na tabela 1, pode-se observar a gama de estudos realizados, e vale salientar que, como

a maioria dos virus de plantas apresentam genoma de RNA e para sua detec¢do utiliza-se RT-

LAMP.

Tabela 1. Teste LAMP desenvolvido para diferentes espécies de virus.

. . Material Tipo de A
Patogeno Hospedeiro utilizado LAMP Referéncia
Tomato yellow leaf curl Tecido vetetal;

. Tomate vetor (mosca LAMP Fukuta et al. 2003a
virus (TYLCV)

branca)
Japanese yam mosaic
virus (JYMV) Inhame Folha RT-LAMP  Fukuta et al. 2003b
Tomato spotted wilt Tomate; Fukuta et al. 2004;
. . Folha RT-LAMP

orthotospovirus (TSWV)  Crisantemo Wu et al. 2016
Potato virus Y (PVY) Batata Tubérculo; folha RT-LAMP  Nie 2005;
Plum pox virus (PPV) Péssego Tecido vegetal RT-LAMP  Varga & James 2006
Tobacco mosaic virus .
(TMV) Tabaco Folha RT-LAMP  Liuetal. 2010
Squash leaf curl virus Abdbora;
(SLCV) Melio Folha LAMP Kuan et al. 2010
Wheat yellow mosaic .
virus (WYMV) Trigo Folha RT-LAMP  Zhang et al. 2011
Cymbidium mosaic virus oy 0 e Folha RT-LAMP  Lee etal. 2011
(CymMV) g :
Southern rice black-
streaked dwarf virus Arroz Tecido vegetal RT-LAMP  Zhou et al. 2012
(SRBSDV)
Banana bunchy top virus Banana Tecido vegetal LAMP Peng e tal. 2012
(BBTV) 9 getal
Bean pod mottle virus . .
(BPMV) Soja Semente RT-LAMP  Wei et al. 2012
Potato Leafroll virus . )
(PLRV) Batata Folha RT-LAMP  Ahmadi et al. 2012;
Pepino mosaic virus . Hasiow-Jaroszewska &
(PepMV) Tomate Tecido vegetal RT-LAMP Borodynko 2013
Cucumber green mottle Melancia Plantulas; semente RT-LAMP  Lietal. 2013
mosaic virus (CGMMYV) ' '
Piper yellow mottle . .
virus (PYMoV) Pimenta preta  Tecido vegetal LAMP Bhat et al. 2013
Grapevine leafroll-
associated virus type 3 Videira Peciolo RT-LAMP  Walsh & Pietersen 2013

(GLRaV-3)
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Ugandan cassava brown

streak virus (UCBSV) Mandioca Folha RT-LAMP  Tomlinson et al. 2013
C_assava brown streak Mandioca Folha RT-LAMP  Tomlinson et al. 2013
virus (CBSV)

Peng et al. 2012;
Cucumber mosaic virus Bg nand, .
(CMV) Pimenta Tecido vegetal RT-LAMP  Bhat et al. 2013;

preta; alface

Zhang et al. 2020
Japanese soil-borne .
mosaic virus (JSBWMV) Trigo Folha RT-LAMP  Fukuta et al. 2013
Chinese wheat mosaic .
virus (CWMV) Trigo Folha RT-LAMP  Fukuta et al. 2013
Papaya ringspot virus x i
(PRSV) Mamao Folha RT-LAMP  Shen et al. 2014a
Citrus yellow mosaic . .
badnavirus (CMBV) Citrus Tecido vegetal LAMP Johnson et al. 2014
Beet curly top virus . i .
(BCTV) Beterraba Tecido vegetal RT-LAMP  Almasi et al. 2014
Prunus necrotic ringspot .
virus (PNRSV) Cereja Folha RT-LAMP  Zong et al. 2014
Tomato necrotic stunt . . .
virus (ToNStV) Tomate Tecido vegetal RT-LAMP  Li & Ling 2014
Papaya leaf distortion ~ i
mosaic virus (PLDMV) Maméo Folha RT-LAMP  Shen et al. 2014b

RT-
Tomato black ring virus Solanéceas Folha LAMP; Hasiow-Jaroszewska et al.
(TBRV) RT- 2015
gLAMP

Rice black-streaked
dwarf virus (RBSDV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice dwarf virus (RDV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice gall dwarf virus
(RGDV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice ragged stunt virus i
(RRSV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice grassy stunt virus i
(RGSV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice stripe virus (RSV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice tungro bacilliform
virus (RTBV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice tungro spherical i
virus (RTSV) Arroz Folha RT-LAMP  Sasaya 2015
Rice transitory yellowing ., Folha RT-LAMP  Sasaya 2015

virus (RTYV)
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RT-
. . LAMP;
Potato virus X (PVX) Batata Tecido vegetal RT- Jeong et al. 2015
gLAMP
Tomato chlorosis Virus .o ave Folha RT-LAMP  Kil etal 2015
(ToCV)
Sugarcane mosaic Cana de . .
virus (SCMV) acticar Tecido vegetal RT-LAMP  Keizerweerd et al. 2015
Sorghum mosaic virus Capa de Tecido vegetal RT-LAMP  Keizerweerd et al. 2015
(SrMV) acucar
Wheat streak mosaic . .
virus (WSMV) Trigo Tecido vegetal RT-LAMP  Leeetal. 2015
Cucurbit chlorotic o Vetor (mosca
yellows virus (CCYV) Cucurbitéceas branca): folha RT-LAMP  Okuda et al. 2015
Chrysanthemum stem Crisintemo:
necrosis orthotospovirus ' Tecido vegetal RT-LAMP  Suzuki et al. 2016
tomate
(CSNV)
Tomato torrado virus Tomate Folha RT-LAMP  Budziszewska et al. 2016
(ToTV)
Chilli veinal mottle virus . .
(ChivMV) Pimenta Folha RT-LAMP  Banerjee et al. 2016
Lily symptomless virus | ¢ Tecido vegetal RT-LAMP  He et al. 2016
(LSV)
Maize chlorotic mottle .
virus (MCMV) Milho Folha RT-LAMP  Chen et al. 2017
Mirafiori lettuce big vein .
virus (MIiLBVV) Alface Folha RT-LAMP  Almasi 2017
Beet necrotic yellow vein . . .
virus (BNYVV) Beterraba Raiz RT-LAMP  Almasi & Almasi 2017
Bean common mosaic .
necrosis virus (BCMNV) Feijao Tecido vegetal RT-LAMP  Leeetal. 2017
Southern tomato virus .ot Folha, fruto; RT-LAMP  Elvira-Gonzalez et al. 2017
(STV) semente; raiz
Lily mottle virus (LMoV)  Lirio Bulbo RT-LAMP aZIhz;%ggal. 2018; Zhang et
Yam mosaic virus (YMV)  Inhame Folha; tubérculo RT-LAMP  Nkere et al. 2018
Barley stripe mosaic Semente; tecido i Zarzynska-Nowak et al.
virus (BSMV) Cevada vegetal RT-LAMP 2018
Apple chlorotic leafspot . .\, . Tecido vegetal; RT-LAMP Peng etal. 2017
virus (ACLSV) » Miag folha Lu et al. 2018
Apple stem pitting virus A . i
(ASPV) Péra Tecido vegetal RT-LAMP  Luetal. 2018
Little cherry virus 1 Cereja Folha RT-LAMP  Tahzima et al. 2019

(LChV-1)
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Citrus tristeza virus

(CTV) Citrus Folha RT-LAMP  Ghosh et al. 2019
Mesta yellow vein mosaic  Hortela- . .
virus (MeYVMV) pimenta Folha; flor; caule LAMP Meena et al. 2019
Onion yellow dwarf virus . o
(OYDV) Cebola Folha; bulbo RT-LAMP  Tiberini et al. 2019
Tobacco Streak Virus - Algodo; Folha RT-LAMP  Gawande et al. 2019
(TSV) Soja
Mel&o;
Tomato leaf curl New . . e
Delhi virus (ToLCNDV) pimenta; Folha gLAMP Wilisiani et al. 2019
berinjela
Pepper yellow leaf curl Melao;
Indonesia virus pimenta; Folha gLAMP Wilisiani et al. 2019
(PepYLCIV) berinjela
Tomato yellow leaf curl Melé&o;
Kanchanaburi virus pimenta; Folha gLAMP Wilisiani et al. 2019
(TYLCKaV) berinjela
Citrus leaf blotch virus . .
(CLBV) Citrus Folha RT-LAMP  Liuetal. 2019
Grapevine red blotch -
virus (GRBV) Videira Folha LAMP Romero et al. 2019
Turnip yellows virus i
(TUYV) Canola Folha RT-LAMP  Congdon et al. 2019
Barley yellow mosaic . i
virus (BaYMV) Cevada Tecido vegetal RT-LAMP  Chen et al. 2020
Melon necrotic spot virus ~ Meldo; .
(MNSV) pepino Folha RT-LAMP  Qiao et al. 2020
Maize streak virus (MSV) Milho Tecido vegetal LAMP Tembo et al. 2020
Indian citrus ringspot . . i
virus (ICRSV) Citrus Tecido vegetal RT-LAMP  Kokane et al. 2020
Lettuce necrotic yellows .
virus (LNYV) Alface Tecido vegetal RT-LAMP  Zhang et al. 2020
Arabis mosaic . .
virus (ArMV) Lirio Tecido vegetal RT-LAMP  Zhang et al. 2020
Cucurbit leaf crumple . .
virus (CuLCrV) Abdbbora Folha gLAMP Waliullah et al. 2020
Tomato brown rugose Tomate; .
fruit virus (TOBRFV) pimenta Tecido vegetal RT-LAMP  Sarkes et al. 2020
Tomato leaf curl New Tomate; . Venkataravanappa et al.
Delhi virus (TOLCNDV)  melancia Tecido vegetal LAMP 2020
Tomato brown rugose Tomate; .
fruit virus (TOBRFV) pimenta Semente RT-LAMP  Rizzo et al. 2021
Cotton leaf curl disease Algodao Tecido vegetal LAMP Rafiq et al. 2021

(CLCuD)
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Wheat dwarf virus Tecido vegetal; gLAMP;

(WDV) Trigo vetor LAMP Hao et al. 2021

3.1 Fungos e Oomycetos

Fungos e oomycetos causam perdas econémicas significativas para as culturas agricolas.
Para que essas perdas sejam minimizadas, medidas de controle eficientes precisam ser adotadas
e a detecgdo precoce do patdgeno torna-se uma prioridade.

Em 2010, foram publicados os primeiros trabalhos com LAMP para deteccdo de fungos e
oomycetos. Niessen & Vogel (2010), desenvolveram um teste para detectar o principal agente
causador da giberela em cereais Fusarium graminearum. No estudo, foi utilizado LAMP
convencional e o fungo foi detectado diretamente da col6nia pura, bem como de gréos de cevada
e trigo. No mesmo ano, um trabalho realizado por Tomlinson et al. (2010) detectou os patégenos
Phytophthora ramorum e P. kernoviae agentes causais da morte stbita do carvalho e da queima
das folhas. Neste estudo, material vegetal foi utilizado como molde da reacdo e, além da
deteccdo individualmente de cada uma das espécies atraves do LAMP convencional, um
mLAMP também foi desenvolvido para realizar a deteccdo de ambas as espécies em uma Unica
reacao.

Ao longo de 10 anos, a maioria dos trabalhos encontrados na literatura utilizou LAMP
convencional para a deteccdo de fungos e oomycetos e alguns utilizaram gLAMP. Além disso,
com o0 avanco da sua aplicacao, diferentes materiais comecaram a ser empregados como molde
na reacao, desde a coldnia pura do fungo, sementes, tecidos vegetais até mesmo solo (tabela 1).

Além de sua aplicacdo na deteccdo de fungos e oomycetos, LAMP vem sendo empregada
para monitorar a resisténcia de fungos a fungicidas. Trabalhos monitorando a resisténcia de
diferentes espécies de fungos a fungicidas com diferentes modos de a¢éo vem sendo publicados.
A resisténcia a fungicidas inibidores da succinato desidrogenase (SDHI) vem sendo monitorada
em Corynespora cassicola e Botrytis cinerea (FAN et al. 2018; ZHU et al. 2020) e os inibidores
extracelulares de quinona (Qol) nas espécies B. cinerea, Cercospora beticola, Colletotrichum
gloeosporioides (HU et al. 2017; WU et al. 2019; SHRESTHA et al. 2020). A resisténcia de
Monilinia fructicola a fungicidas inibidores da desmetilacdo (DMI) também vem sendo
monitorada com a utilizacdo de LAMP (CHEN et al. 2020). A resisténcia a fungicidas que agem
inibindo a sintese de DNA bem como o processo de mitose em organismos sensiveis vem sendo
monitorada em B. cinerea, Fusarium graminearum, Fusarium asiaticum, Podosphaera xantii
e Sclerotinia sclerotiorum (DUAN et al. 2014; DUAN et al. 2015; DUAN et al. 2018; VIELBA-
FERNANDEZ et al. 2019; LIU et al. 2019).
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Tal aplicacdo é de grande importancia na agricultura pois a detec¢do precoce da resisténcia

de determinado fungo a determinado fungicida, permite que outros produtos e até outras

medidas de controle sejam adotadas visando minimizar as perdas causadas pela doenca.

Tabela 2. Teste LAMP desenvolvido para diferentes espécies de fungos.

. . Material Tipo de .
Patogeno Hospedeiro utilizado LAMP Referéncia
Roselrai Cultura pura; LAMP: Tomlinson et al. 2010;
Botrytis cinerea Tomate; pétalas gLAMP
otry Morango Duan et al. 2014
Fusarium L L Abd-elsalam et al. 2011;
graminearum Trigo; cevada  Semente; graos  LAMP Denschlag et al. 2012
Fusarium culmorum  Cevada Gréos LAMP Denschlag et al. 2012
Fusarium cerealis Cevada Gréos LAMP Denschlag et al. 2012
Fusarium Cevada Gréos LAMP Denschlag et al. 2012
lunulosporum
: : Coldnia pura; LAMP; .
Phytophthora sojae Soja tecido vegetal qLAMP Dai et al. 2012
Ophiostoma Pinus Raiz LAMP Villari et al. 2013
clavatum
Fusarium oxysporum LAMP;
f. sp. cubense Banana Solo qLAMP Peng et al. 2014
Pythium helicoides Poinsettia Raiz LAMP Takahashi et al. 2014
Colbnia pura; .
Rhizoctonia solani Soja; Arroz folha; tecido LAMP IZ_(L)JZeg al. 2015; Choudhary et al.
vegetal
A i1a- . Feng et al. 2015;
Pythium irregulare 'IIE'orrt1ate € f‘?ﬁa’ solo; LAMP
ustoma ofha Feng et al. 2018
Asperglllgs Amendoim Semente LAMP Sheikh 2015
carbonarius
Aspergillus niger Amendoim Semente LAMP Sheikh 2015
Fusaru_Jm OXYSPOTUM 5140 de bico Colbnia pura LAMP Ghosh et al. 2015
f. sp. ciceris
; < tapi Lu et al. 2015;
Macrop_homlna Feijo; Soja Semente; tecido LAMP
phaseolina vegetal Gra et al. 2017
Colletotrichum Capa de Colbnia pura LAMP Chandra et al. 2015
falcatum acucar
Plasmopara viticola ~ Videira Folha LAMP Kong et al. 2016
Phytophtora Batata; Esporos: Folha  ALAMP; Hansen et al. 2016;
infestans Tomate P ' LAMP

Lees et al. 2019
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Colletotrichum

Colbnia pura;

acutatum Morango Folha LAMP Zhang et al. 2016
Ascochyta rabiei Gréo de bico Semente LAMP Chen et al. 2016
Fusarium OXYSPOIUM 1o mate Caule LAMP Ayukawa et al. 2016
f. sp. lycopersici
Puccinia kuehnii ggaun;?e Colbnia pura LAMP Chandra et al. 2016
Sporisorium Cana de Coloniapura  LAMP Su et al. 2016
scitamineum acucar
_ _ _ Colqnla pura; LAMP:
Ustilago maydis Milho solo; tecido Cao et al. 2017
gLAMP
vegetal
Rhizoctonia Colonia pura;
. Grdo de bico solo; tecido LAMP Ghosh et al. 2017
bataticola
vegetal
Mggnaporthe oryzae Trigo Semente LAMP Yasuhara-Bell et al. 2018
Triticum
Semente: LAMP: Ortega et al. 2018a;
Magnaporthe oryzae  Arroz
esporos qLAMP Li etal. 2019
Fusarium oxysporum Alface Semente LAMP Ortega et al. 2018b
f. sp. lactucae
Gaeumannomyces Grama Tecido vegetal LAMP Karakkat et al. 2018
avenae
Ophiosphaerella Grama Tecido vegetal LAMP Karakkat et al. 2018
korrae
rl;/(l)e;%naporthlopsw Grama Tecido vegetal LAMP Karakkat et al. 2018
Colbnia pura;
Ustilaginoidea virens  Arroz panicula; LAMP Yang et al. 2018
semente
Tilletia caries Trigo Gréos LAMP Pieczul et al. 2018
Tilletia laevis Trigo Gréos LAMP Pieczul et al. 2018
Tilettia controversa Trigo Gréos LAMP Pieczul et al. 2018
Puccinia triticina Trigo Folha LAMP Manjunatha et al. 2018
Pythium Tomate e Agua; solo;
aphanidermatum Eustoma folha LAMP Feng et al. 2018
Fusarium fujikuroi Arroz SeAmente; LAMP Zhang et al. 2019
Plantula
Calonectria ilicicola  Abacate Raiz LAMP Parkinson et al. 2019
Dactylo_nectrla Abacate Raiz LAMP Parkinson et al. 2019
macrodidyma
Dactylonectria genus ~ Abacate Raiz LAMP Parkinson et al. 2019
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Colbnia pura;
Uromyces betae Beterraba esporos LAMP Kaczmarek et al. 2019
capturados no ar
Ustilago tritici Trigo Colbnia pura LAMP Yan et al. 2019
Alternaria alternata ~ Péra ?ra,ltgma pura, LAMP Yang et al. 2019
Monilinia fructicola Pesseg_o ¢ Fruto LAMP Ortega et al. 2019
Nectarina
Monilinia laxa Pesseg_o € Fruto LAMP Ortega et al. 2019
Nectarina
Fusarium Milho Colmo; gréo LAMP Shan et al. 2019
temperatum
Talaromyces flavus Morango Colorna pura, LAMP Panek & Frac 2019
fruto; solo
Botryosphaeria Tronco; agua;
yosp Nogueira esporos gLAMP Wang & Zhang et al. 2019
dothidea
capturados no ar
Aternaria solani Batata Esporos gLAMP Leesetal. 2019
. Colbnia pura; .
Sclerot_mla Soja solo; tecido qLAMP; Grabicoski et al. 2020
sclerotiorum LAMP
vegetal
Neofabraea x Coldnia pura; .
perennans Magca fruto LAMP Enicks et al. 2020
Pyrlcular!a_ Trigo Sementes LAMP Thierry et al. 2020
oryzae Triticum
Colletotrichum Goiaba Coloniapura; | Avp Lan et al. 2020
gloeosporioides fruto
Raffaelea lauricola Louro Sg:}ocr;la pura, LAMP Hamilton et al. 2020
Cercospora beticola ~ Beterraba Folha LAMP Shrestha et al. 2020
Penicillium Macé e Uva Fruto LAMP Frisch et al. 2021
expansum
Venturia carpophila  Péssego Fruto LAMP Zhou et al. 2021
Valsa mali Maca Esporos LAMP Xu et al. 2021
:fusarlum OXysporum Morango Tecido vegetal LAMP Katoh et al. 2021
. sp. fragariae
Pythium terrestres Soja quonla pura; LAMP Feng et al 2021
pléntulas; solo
Pythium spinosum Soja quonla pura; LAMP Feng et al 2021
plantulas; solo
Candidatus Pythium Soja Colbdnia pura; LAMP Feng et al 2021

huanghuaiense”

plantulas; solo
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Leptosphaeria
biglobosa

Canola

Colbnia pura

LAMP

Du et al. 2021

3.3 Bactérias

As bactérias causam doencas em diversas culturas de interesse agricola e ornamentais.

Estima-se que existam mais de 80 espécies de bactérias fitopatogénicas, e que cada espécie €

dividida em subespécies (LE & VU 2017). Em relacdo a utilizacdo de LAMP para detec¢éo de

patdgenos, as bactérias se encontram no terceiro lugar quando comparamos ao numero de

trabalhos publicados. Em 2009, Li et al (2009) desenvolveram um teste LAMP convencional

para deteccdo de Pseudomonas syringae pv. phaseolica. Para isso utilizou-se 0 DNA genémico

da bactéria como molde na reacdo, sendo esse o trabalho pioneiro com LAMP para diagnosticar

uma bactéria. O género Xanthomonas destaca-se na deteccdo através de LAMP, sendo utilizado

na identificacdo de espécie, subespécie e patovar (tabela 3). Na tabela 3, estdo os principais

trabalhos publicados utilizando LAMP para deteccao de diferentes espécies de bactérias.

Tabela 3. Teste LAMP desenvolvido para diferentes espécies de bactérias.

. . . - Tipo de N
Patdgeno Hospedeiro Material utilizado LAMP Referéncia
Pseudomonf':ls syringae Feijdo DNA genomico LAMP Li et al. 2009
pv. phaseolicola bactéria
Xaqthomonag . Citrus Folha LAMP Rigano et al. 2010
citri subsp. citri
Rhodococcus fascians Flordodia  Tecido vegetal LAMP Serdani et al. 2013
Xant_homonas oryzae pv. Arroz DNA ge.nomlco; qLAMP Lang et al. 2014
oryzicola semente; folha
Xanthomonas oryzae pv. Arroz DNA ge.nomlco; qLAMP Lang et al. 2014
oryzae semente; folha
Pseudompnas Arroz Exsudato de material LAMP Ash et al. 2014
fuscovaginae vegetal
Xanthomonas campestris Banana Tecido vegetal LAMP; Hodgetts et al. 2015
pv. musacearum gLAMP
Candidatus Liberibacter Batata Tecido vegetal LAMP Ravindran et al. 2015
solanacearum
Xanthomonas fragariae ~ Morango Tecido vegetal LAMP Wang & Turechek 2016
Clavibacter DNA genémico
michiganensis subsp. Milho g LAMP Yasuhara-Bell et al. 2016

nebraskensis

bactéria; folha
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Pectobacterium

Batata Tecido vegetal LAMP Yasuhara-Bell et al. 2016
carotovorum
Xanthomonas Trigo; Semente; folha LAMP Langlois et al. 2017
translucens cevada
Pseudomonas syringae Pepino Folha LAMP Meng et al. 2017
pv. lachrymans
Cana de DNA genbémico
Leifsonia xyli subsp. xyli , bactéria; seiva do LAMP Naidoo et al. 2017
agucar ; .
xilema; folha
Xanthomonas DNA genbmico LAMP; .
euvesicatoria Tomate bactéria; folha gLAMP Larrea-Sarmiento et al. 2018
Xyle!la fastidiosa subsp. Videira Tecido vegetal LAMP Burbank & Ortega 2018
multiplex
Xylt_ellg fastidiosa subsp. Videira Tecido vegetal LAMP Burbank & Ortega 2018
fastidiosa
Ca}nd_ldatus Liberibacter Citrus NeI’Vl'JI’a central da LAMP Rigano et al 2014; Choi et
asiaticus folha; folha al. 2018
Dickeya dianthicola Batata DNA, 99_”0”?'“’ LAMP Ocenar et al. 2019
bactéria; tecido vegetal
Clavibacter DNA genémico
michiganensis subsp. Batata r9 LAMP Sagcan & Kara 2019
. bactéria
sepedonicus
Pec_tobacterlum Konjak Tecido vegetal; solo LAMP Sun et al. 2019
aroidearum
Xylella fastidiosa Mirtilo Peciolo LAMP Waliullah et al. 2019
Xanthomonas DNA genomico
. . Feijdo bactéria; sementes; LAMP Paiva et al. 2020
phaseoli pv. phaseoli f
olhas
Xanthomonas DNA genomico
- Feijao bactéria; sementes; LAMP Paiva et al. 2020
citri pv. fuscans
folhas
Pseudo_monas syringae Péssego DNA,‘ genomico LAMP Goudarzi &Mortazavi 2020
pv. syringae bactéria
Erwinia amylovora Magca Tecido vegetal LAMP Singh et al. 2020
Xanthomonas Milho Folha LAMP  Stulberg et al. 2020
vasicola pv. vasculorum
Xanthomonas Milho Folha LAMP  Stulberg et al. 2020
vasicola pv. vasculorum
Ralstonia solanacearum  Batata doce Tecido vegetal LAMP Li et al. 2021
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3.4 Fitoplasmas

Os fitoplasmas sdo parasitas obrigatdrios, procariotos, pleiomorficos e ndo possuem
parede celular. S8o associados a mais de 600 doencas de plantas em todo o mundo
(BERTACCINI 2007). Durante varias décadas, a falta de métodos eficazes para identificar e
caracterizar fitoplasmas dificultou sua identificagdo e consequentemente o0 seu manejo. O
advento das ferramentas moleculares possibilitou a classificacdo dos fitoplasmas em grupos e
subgrupos, principalmente pela analise da sequéncia do gene 16S rRNA (IRPCM, 2004).
Embora ainda lenta, a aplicacdo de LAMP para detec¢édo de fitoplasmas vem sendo feita desde
2011. Na tabela 4 encontram-se os trabalhos encontrados na literatura que utilizaram a técnica
LAMP para deteccdo de fitoplasmas.

Tabela 4. Teste LAMP desenvolvido para diferentes espécies de fitoplasmas.

. Material Tipo de A

Nome da doenca Hospedeiro utilizado LAMP Referéncia
Napier stunt Capim Folha LAMP Oburaetal. 2011

elefante

, _ Folhas; flores; y

Flavescence dorée Videira frutos LAMP Kogovsek et al. 2015
Arecanut yellow leaf disease . LAMP; .
(YLD) Palmeira Folha qLAMP Nair et al. 2016
Coconut root wilt disease . LAMP; .
(RWD) Palmeira Folha qLAMP Nair et al. 2016
Strawberry Green Petal Morango; .
(SHhGP) framboesa; Tecido vegetal LAMP Pérez-L6pez et al. 2017

mirtilo; amora
Pear decline Péra Tecido vegetal LAMP Siemonsmeier et al. 2019
Areca palm yellow leaf Palmeira Folha LAMP Yu et al. 2020
(AYL) '
Sesame phyllody Gergelim Folha gLAMP  Quoc et al. 2021

3.5 Nematoides

Os nematoides causam danos significativos em culturas agricolas e horticolas. As perdas
em rendimento séo estimadas entre 8,8-14,6% anualmente em todo o mundo (ELLING 2013).
Patdgenos de dificil controle pois sobrevivem no solo sob diferentes condicGes de estresse e
ainda a limitadas opc¢des de manejo rapido, tornam a deteccéo precoce nos campos de cultivo

uma ferramenta fundamental para o auxilio no controle de doengas causadas por este patdgeno.
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O primeiro teste LAMP desenvolvido para nematoides foi para a espécie
Bursaphelenchus xylophilus, responsavel por causar doenca em pinos. Nesse estudo foi
elaborado um LAMP convencional e os materiais utilizados foram amostras de madeira e DNA
gendémico (KIKUCHI et al. 2009).

Na tabela 5, sdo apresentados os trabalhos encontrados na literatura os quais utilizaram
a técnica LAMP para deteccdo de nematoides, comparado com 0s outros patégenos sua

utilizacdo ainda é baixa. Em todos os trabalhos aplicou-se LAMP convencional para deteccao.

Tabela 5. Teste LAMP desenvolvido para a detecgdo de diferentes espécies de nematoides.

. . . - Tipo de N

Patdgeno Hospedeiro  Material utilizado LAMP Referéncia
Bursaphelenchus ;. o DNA genomico LAMP  Kikuchi etal. 2009
xylophilus nematoide; madeira
Meloidogyne Tomate DNA genomico LAMP Niu et al. 2012
enterolobii nematoide

Lin et al. 2016;
Tylgnchulus Citrus Solo LAMP
semipenetrans Song et al. 2017
Meloidogyne Tomate DNA genomico LAMP Peng et al. 2017
hapla nematoide; raiz
Meloidogyne Batata solo LAMP Zhang & Gleason 2019
chitwoodi
]Ic\gﬁg)xldogyne Batata Solo LAMP Zhang & Gleason 2019
Meloidogyne Nogueira gz LAMP  Waliullah et al. 2020
partityla pecd
Melo!dc_)gyne Arroz Solo LAMP He et al. 2021
graminicola
Globodera Batata Tecido vegetal LAMP Ahuja et al. 2021

rostochiensis

4. Considerac0es finais

LAMP é uma técnica rapida, versatil, especifica e sensivel que vem sendo amplamente
utilizada na deteccdo de patdgenos. Suas principais vantagens sdo: ndo necessitar de
equipamentos sofisticados, nem de especialistas em biologia molecular para aplicagdo; além
disso, a visualizacdo do resultado pode ser feita diretamente a olho nu logo apos o periodo de
incubacéo. A aplicacdo de LAMP ndo se limita a detec¢do apenas de alvos de DNA, através da
utilizacdo de uma transcriptase reversa, RT-LAMP foi desenvolvido principalmente para

deteccdo de virus em plantas, que em sua maioria apresentam genoma de RNA. Por ser
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altamente sensivel, LAMP é capaz de detectar mutagdes no genoma dos organismos e com isso
consegue identificar as espécies a nivel de bi6tipo, patovar, racas e formae speciales. Além do
mais, devido a sua sensibilidade é possivel monitorar a resisténcia de fungos a diferentes
fungicidas.

Além das suas varias vantagens, algumas limitacGes sdo observadas na aplicacdo da
técnica. O desenho dos primers pode ser dificil, devido a necessidade de 4 a 6 primers de
diferentes tamanhos. Além disso, concentracfes excessivas dos indicadores (calceina, HNB,
brometo de etidio) ou outros componentes da reacao (formas idnicas de manganés ou cofatores
da reacdo) podem inibir a reacdo da enzima ou alterar a cor do indicador, o que acaba
prejudicando a eficicia da técnica (TANNER & EVANS, 2014). Como os alvos da
amplificacdo sdo principalmente bactérias, virus e outros microrganismos, estes podem estar
livremente no ar e acabar contaminando as amostras gerando entdo falsos positivos. Dessa
forma, para minimizar o risco, 0 manuseio das amostras deve ser feito com cuidado. E, de
preferéncia, deve-se utilizar indicadores de cor em vez de eletroforese em gel de agarose, pois
elimina uma etapa em que amostra seria manipulada. Ainda, o tempo de amplificacéo requerido
pode afetar o resultado do teste. O tempo adequado fica entre 60 e 120 minutos, podendo ser
menos caso sejam utilizados primers loop. No entanto, caso o tempo de incubacao seja muito
longo, as amostras negativas podem se tornar falsos positivos (FRANCOIS et al. 2011).

Ademais, LAMP tem grande potencial para ser utilizado em analises de pragas
quarentendrias e para certificacdo de materiais livres de doencgas, principalmente devido a
rapidez com que o teste € aplicado. Pois, com 0 avanco da utilizacdo da técnica, o tempo para
obtengdo do resultado vem sendo reduzido, principalmente devido alguns estudos
demonstrarem que 0 mesmo pode ser aplicado diretamente na amostra, sem extracdo de DNA.

Devido sua simplicidade e facilidade de manipulacdo, LAMP pode ser aplicado em
locais remotos, como nos campos de producdo (WILISIANI et al. 2019; RAFIQ et al. 2021),
beneficiando o manejo das doencas pois, com a deteccdo precoce do patdgeno na lavoura
medidas de controle podem ser adotadas de forma mais eficiente.
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Abstract

The whitefly, Trialeurodes vaporariorum (Westwood), is an economically important pest that is distributed
worldwide, and its damage to plants can be direct or indirect. In this study, a rapid test based on loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) was developed to identify T. vaporariorum without the need for DNA extraction
from the samples. The primer group was designed based on the mitochondrial cytochrome oxidase I (mtCOIl) gene
sequence. The results showed that the LAMP test is specific and sensitive for identifying whitefly species. In
addition, it is rapid, requiring approximately 75 min to obtain a result. Different DNA methodologies were
compared in the context of the LAMP test, and only one showed a satisfactory result. Thus, we excluded the DNA
extraction step from the test, further increasing the speed of the test and avoiding the influence of inhibitors that
may interfere with the LAMP reaction. It was concluded that the LAMP test to identify the whitefly T.
vaporariorum does not require DNA extraction from the samples, facilitating its application in most locations as

it does not require sophisticated equipment.
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Introduction

The greenhouse whitefly (Trialeurodes vaporariorum) (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) is a pest of great
economic importance and widely distributed worldwide (Anderson et al 2004). The damage caused can be direct,
by feeding on plant phloem, or indirect, by virus transmission and honeydew secretion (Colvin et al 2006). T.
vaporariorum mainly transmits viruses belonging to the genera Crinivirus and Torradovirus (Navas-Castillo et al
2011).

The identification of this species has been performed through morphological studies of the wings, comparing the
wings of T. vaporariorum with the wings of Bemisia tabaci. Because the wings are small, morphologically similar,
and difficult to collect, morphological identification is difficult to perform, which, in addition to requiring intact
organisms, is subject to errors and erroneous results (Hsieh et al 2012, Suzuki et al 2018). Currently, molecular
techniques have been used as an alternative to assist in the identification of whitefly, including the amplification
of mitochondrial gene cytochrome oxidase I (mtCOl). In general, these tests are highly specific but vary in terms
of execution time and require sophisticated equipment, making it difficult to use them on a large scale (Boykin et
al 2007, Dai et al 2012).

In the last two decades, advanced molecular techniques have emerged, with the focus being the loop-mediated
isothermal amplification (LAMP) test based on the amplification of a specific region of the genomic DNA and
carried out under isothermal conditions (Notomi et al 2000). The main advantage of this test is that results can be
obtained within a shorter period than when using the main molecular diagnostic techniques currently available.
This is mainly because the detection of amplified products can be done in such a way that the additional
electrophoresis step is unnecessary and the process is, therefore, more rapid. Several methods are used to detect
the amplified product, including adding indicators along with the reaction mixture, which will result in a color
change of the reaction or emit fluorescence under UV light, highlighting the turbidity of the magnesium
pyrophosphate at the bottom of the tube, which can be measured in real time or at the end of the reaction, or
through a visible pH indicator, which will change the coloration of the mixture (Le et al 2012, Almasi et al 2013,
Tanner et al 2015).

Thus, the objective of this study was to rapidly identify T. vaporariorum using the LAMP test with or without

DNA extraction.
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Materials and methods

Sampling and DNA extraction

The study was conducted at the Plant Virology Laboratory of the Federal University of Pelotas, Brasil. Pure
colonies of adult whitefly species T. vaporariorum and B. tabaci, provided by the Laboratory of Vegetal Virology
at Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, were used. DNA extraction of whiteflies was performed
individually for each adult specimen, using the method described by Doyle & Doyle (1987). DNA quality and
concentration were verified using a NanoVue Plus spectrophotometer (GE Healthcare, Life Sciences). DNA

extracted was stored at -20°C until time of use.

Primers LAMP design

The set of LAMP primers (Table 1) developed for the identification of T. vaporariorum based on the mtCOI gene
sequence, were designed using PrimerExplorerV5 software (http://primerexplorer.jp). Each primer was tested in
silico for similarity with other sequences available in the GenBank database (http:

Iiwww.ncbi.nlm.nih.Gov/genbank/) using the BLASTn algorithm.

Table 1. Sequence information of primer sets of LAMP used for amplification of target sequence in mtCOI gene

of Trialeurodes vaporariorum.

Primer name Sequence 5'-3'

TV-F3 GTTGACTTGCGACCTTGG

TV-B3 AGACCCCCTATAATAGCGAA

TV-FIP (Flc-F2) TGAGACCCCCTAAAGTAAAAAGAAA-CGTTTGTCATTTAATCCCT

TV-BIP (B1c-B2) TTGGGTAATTCTTCTGTGGATGTT-CCCCATAGATAAAACATAGGAA

Incubation time

To optimize the test and to establish the best incubation time, the reaction was performed at 65°C for the following
times: 0, 30, 45, 60, 75, and 90 min. The reaction was performed in a total volume of 10 puL: 1.6 uM of each
internal primer (FIP and BIP), 0.2 uM of each external primer (F3 and B3), 5 uL of WarmStart Colorimetric
LAMP 2X Master Mix (New Englands BioLabs), an optimized formulation of Bst DNA polymerase, which

contains a visible pH indicator. This system is based on the production of protons and a subsequent drop in the pH
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of the medium, resulting in a change in the color of the reaction, from pink (negative) to yellow (positive) (Tanner
et al 2015). As a template molecule, the DNA of T. vaporariorum was used at a concentration of 50 ng uL with
sterile water as a negative control. Before incubation, the samples were denatured at 95°C for 10 min, and at the
end of the reaction, they were kept at 80°C for 5 min for enzymatic inactivation. After amplification, the LAMP

reactions were examined based on the color change from pink to yellow.

Specificity and sensitivity of LAMP primers

The specificity of the primers was determined by testing the DNA of T. vaporariorum and the Middle East Asia
Minor | (MEAMI), Mediterranean (MED), and New World (NW) species of the B. tabaci complex. To determine
the sensitivity of the test, DNA was extracted as previously described, and serial dilutions were performed from
100 ng uL* to 10 ng uL.* before being used in the reaction. The conditions of the LAMP reaction were performed

as described above, with the samples incubated at 65°C for 60 min.

LAMP application without DNA extraction

In this step, the LAMP test was applied using an adult specimen added directly to the reaction without DNA
extraction. The specimen was placed in 4 pL of sterile water, macerated, and incubated at 95°C for 10 min. The
LAMP reaction mixture was then added as described above and incubated at 65°C for 60 min and at 80°C for 5

min.

Comparison of LAMP test using different DNA extraction methods and without DNA extraction

Three DNA extraction methodologies were compared, which have different execution time and need for different
reagents: Doyle & Doyle (1987) method, Chelex 100 (Walsh 1991), and PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen™), with the application of LAMP without DNA extraction. DNA extraction was performed
individually for each adult specimen, as indicated for each protocol. Incubation was performed as previously

described.

LAMP validation without DNA extraction
Adult whitefly specimens were collected from five sites in the state of Rio Grande do Sul and from different host
plants (Table 2). Ten individuals were collected from each location, totaling 50 samples. The test was carried out

directly and individually, using an adult whitefly specimen. An adult specimen of T. vaporariorum obtained from
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the pure colony was used as a positive control, and sterile water was used as a negative control. Initially, the adult
specimen was placed in 4 pL of sterile water and macerated. The incubation was carried out at 95°C for 10 min,
and then the LAMP reaction mixture was added, as described above, and incubated at 65°C for 60 min and 80°C

for 5 min.

Table 2. Site of collection, coordinates, and host plant of whitefly individuals collected. Open Field (OF);

Greenhouse (GH).

Site of Collection Coordinates Host plant
Boa Vista do Sul 29°20'04.4" S Solanum lycopersicum (GH)
51°40'42.4" W
Cangucu 31°29'17.0" S S. lycopersicum (OF)
52°32'31.3" W
S&o Marcos 28°56'10.3" S Ipomoea sp. (GH)
51°08'00.2" W
Feliz 29°29'38.5" S S. lycopersicum (GH)
51°19'02.0" W
Lajeado 29°2729.6" S Bidens sp. (GH)
52°00'59.3" W
Results

Incubation time

In this study, as a first step in applying the LAMP test, its optimization was performed. The minimum period
required to verify the color change was 60 min incubation at 65°C, with no observed visual difference compared
with that at 75 and 90 min (Figure 1A). Thus, to reduce the test time without loss of specificity and quality, the

best incubation conditions were defined as 65°C for 60 min.

Specificity and sensitivity of LAMP primers
The specificity test of the primer-only reaction with T. vaporariorum DNA showed a change in color from pink to
yellow, indicating a positive outcome compared with that of samples containing DNA from the other three species

of whitefly (Figure 1B). Thus, the results demonstrate that the primer set was designed for the specific
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identification of T. vaporariorum by LAMP. Regarding the sensitivity test, the minimum detectable T.

vaporariorum DNA concentration was 10 picograms (pg) per reaction (Figure 1C).

1 2 3 4 5 6 7

Fig 1 Results of LAMP assay optimization. (a) LAMP optimization: Lane 1: zero time; Lane 2: 30 min, Lane 3:
45 min; Lane 4: 60 min; Lane 5: 75 min; Lane 6: 90 min; Lane 7: negative control (sterile water); (b) LAMP
primers specificity and (c) LAMP sensitivity (concentration of template DNA: ng uL™): Lane 1: 100; Lane 2: 10;

Lane 3: 1; Lane 4: 1.10'%; Lane 5: 1.10°%; Lane 6: 1.10%2.

LAMP application without DNA extraction

When the test was performed without extracting the DNA from the samples, a change in the color of the reaction
was observed only in the sample in which an adult specimen of T. vaporariorum was directly added, demonstrating
that the test remains specific for identification of whitefly and the DNA extraction stage is, thus, unnecessary
(Figure 2A). In the reactions in which adult specimens of other species of the B. tabaci complex (MEAM1, NW,

and MED) were added, there was no change in the color of the reaction (Figure 2A).

Comparison of LAMP test using different DNA extraction methods and without DNA extraction
The DNA samples extracted using the three methodologies, with different requirements regarding reagents and

execution time, were subjected to the optimal incubation conditions (Table 3).
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Table 3. Comparison between the methods used in DNA extraction and without DNA extraction to apply the

LAMP test to identify Trialeurodes vaporariorum.

Method Strategy Runm?g]sia:)tbr action E,)A(\thl;lalgt(l%r}n; Result
Doyle & Doyle CTAB 120 195 +
Chelex 100 lon exchange 40 115 -
PNA extraction Silica 20 95 -
Without I_DNA ) i 75 +
extraction

@ pureLink Genomic DNA Mini Kit
b Approximate time for DNA extraction from adult specimens

A positive result was observed only in the samples where DNA extraction was performed using the Doyle and
Doyle method (1987) and in the sample where DNA extraction was not performed, using a specimen of T.

vaporariorum directly in the reaction (Figure 2B).

Fig 2 Results of LAMP assay with or without DNA extraction. (a) LAMP application without DNA extraction:
Lane 1: Trialeurodes vaporariorum; Lane 2: Trialeurodes vaporariorum; Lane 3: Bemisia tabaci Middle East-
Asia Minor I; Lane 4: Bemisia tabaci New World; Lane 5: Bemisia tabaci Mediterranean; Lane 6: Negative control
(sterile water); (b) LAMP application with different methods of DNA extraction and without DNA extraction.
Lane 1: Doyle & Doyle (1987); Lane 2: PureLink Genomic DNA Mini Kit; Lane 3: Chelex (Walsh 1991); Lane

4: Without DNA extraction; Lane 5: Negative control (sterile water).
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LAMP validation without DNA extraction

The test validation of LAMP without DNA extraction was performed through the identification of whiteflies
collected from different sites and hosts. All 10 samples collected in Boa Vista do Sul, from the host plant S.
lycopersicum, and in Lajeado, from the host plant Bidens spp., were positive for T. vaporariorum (Figure 3A and
3E). However, of the 10 samples collected in the cities of Cangugu, from host plant S. lycopersicum, and Séo
Marcos, host plant Ipomoea sp., 9 were identified as T. vaporariorum (Figure 3B and 3C). Of the 10 samples
collected in the municipality of Feliz, from the host plant S. lycopersicum, 8 showed positive results for T.
vaporariorum. With these results, we can observe that regardless of the host plant where the whiteflies are

collected, the application of the LAMP test without DNA extraction can be used and presents a fast and safe result.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig 3 Validation of LAMP assay without DNA extraction in samples collected in different locations in Rio Grande
do Sul. (a) Boa Vista do Sul; (b) Cangugu; (c) Sdo Marcos; (d) Feliz; (e) Lajeado. Lanes 1-10: Samples of
specimen adults collected in different locations in Rio Grande do Sul; Lane 11: Positive control (Trialeurodes

vaporariorum obtained from the pure colony); Lane 12: Negative control (sterile water)
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Discussion

In this study, a rapid test was developed to identify the whitefly T. vaporariorum through LAMP with or without
DNA extraction. The primers used in the rapid test were specific and sensitive for species identification, reflecting
a minimum incubation time of 60 min to obtain a positive result. Thus, it is shown that LAMP is efficient for the
identification of whitefly and has the advantages of speed and a minimum level of need for specific equipment.
There are different DNA extraction methodologies available, which differ in terms of execution time and cost. Of
the three methodologies used in this study to extract DNA from a single adult specimen, only one was effective.
To simplify the methodology, we eliminated the DNA extraction step; that is, we placed an adult specimen directly
in the reaction. With the positive result, we concluded that the test would have a reduced execution time, lasting
approximately 75 min, and can be performed directly in the field as long as the device used maintains a constant
temperature.

Other studies have shown the use of LAMP to identify whitefly species, as in the case of Suzuki et al (2018) and
Hsieh et al (2012). Although Suzuki et al (2018) also used the test to identify T. vaporariorum, their strategy was
different, with specific reagents used for maceration of the whitefly and its application was through the LAMP
multiplex. Thus, the application of the LAMP test without the previous extraction of DNA from the whitefly has
not yet been performed. However, this approach has already been used as an example for the identification of
Thrips palmi, another pest of great economic importance (Przybylska et al 2015).

The results of this study demonstrate the potential of this test to provide a fast, accurate, and sensitive molecular
identification of the whitefly T. vaporariorum. With the LAMP identification methodology without the DNA
extraction step, it was possible to decrease the execution time and cost and simplify the application of the test by
eliminating the requirement of sophisticated equipment and minimizing handling of the sample to be tested. In
addition, chances of potential interference with the result due to the reagents used for DNA extraction are also
minimized where their use is not required. Furthermore, LAMP does not require experience in insect taxonomy
and morphology and can be used as a diagnostic tool for samples in remote places under field conditions, as well
as in diagnostic laboratories and extension services. LAMP can identify the potential pest species in 75 min and

can assist in the adoption of early and targeted pest management to minimize losses.
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Resumo

O mofo branco é uma doenca que acomete a cultura da soja e causa sérias perdas na
produtividade e qualidade das sementes. Sua disseminacdo ocorre principalmente atraves de
sementes infectadas com micélio dormentes ou contaminadas com esclerddios. Existem
diferentes métodos para deteccdo de patdégenos em sementes, porém sua eficiéncia varia devido
a diversos fatores. A amplificacdo isotérmica mediada por loop € uma técnica molecular que
vem sendo utilizada na deteccdo de patdégenos em geral. Aqui desenvolvemos um teste LAMP
para deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja. Os resultados mostram que €é
possivel detectar o patdgeno apds 45 minutos de incubagdo quando utilizado como molde, DNA
extraido de micélio da colénia pura do fungo, e para sementes artificialmente infectadas esse
tempo foi de 60 minutos. Diferentes niveis de infec¢do foram testados com diferentes potenciais
de in6culo e o resultado mostrou que quando o potencial de in6culo foi de 48 horas foi possivel
detectar o patdgeno quando apenas 1% das sementes estavam infectadas. Para nosso
conhecimento, esse é o primeiro estudo demonstrando a utilizacdo de LAMP para deteccédo de
Sclerotina sclerotiorum em sementes de soja.

Palavras-chave: amplification, diagnosis, white mold, inoculum potential, incidence
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Introducéo

A soja (Glycine max L. Merril) é considerada uma das principais culturas em nivel mundial, e
se destaca pela diversidade de emprego da producgdo. Os paises com maior producdo de soja
atualmente séo, Brasil, Estados Unidos e Argentina. No Brasil, na safra 2019/2020, foram
produzidas 120 milhdes de toneladas, em 36 milhdes de hectares, com média de produtividade
estimada em 3.250 kg ha* (Conab 2020). Em todas as regides onde é cultivada, a soja tem sua
producdo limitada por diversos fatores abidticos e bidticos que reduzem a produtividade e a
qualidade das sementes (Lemes et al. 2015). Dentre os fatores bidticos, as doencgas causadas
por fungos sdo consideradas de maior importancia, as quais reduzem a produtividade e a
rentabilidade da cultura (Hartman et al. 2015).

O mofo branco, doenca causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é
responsavel por reduzir severamente o rendimento da cultura da soja quando em condigdes
ambientais favoraveis. Sua disseminacdo pode ocorrer atraves de ascosporos carregados pelo
vento ou dispersos pela dgua (Adams and Ayers 1979; Kimati 1980) e, secundariamente, por
meio dos esclerédios em solos contaminados, agua de irrigacdo ou implementos agricolas. A
longa distancia, as sementes infectadas por micélio ou contaminadas com esclerodios
constituem a principal forma de disseminacédo deste fungo (Adams and Ayers 1979). A doenca
causa perdas que podem chegar até 30% em lavouras de soja e variam de acordo com diversos
fatores, como tolerancia da planta, fatores nutricionais e do ambiente (Nasser et al. 1999; Meyer
et al. 2014).

Diferentes métodos para detec¢do do patdgeno em sementes de soja sdo relatados, dentre eles:
incubacdo em substrato de papel ou método do papel de filtro (“blotter test”); em rolo de papel
e em meio agar-bromofenol Neon (Nasser et al. 1999; Machado 2002; Peres et al. 2002; Taylor
et al. 2006; Manual de Analise Sanitaria de Sementes 2009). No entanto, a eficiéncia do método

depende do nivel de infeccdo do patdgeno, podendo variar quando a semente é inoculada
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artificialmente, onde o fungo é facilmente detectado ou quando as sementes sdo naturalmente
infectadas, onde é observado uma diminuicdo na eficiéncia dos métodos (Hanneberg et al.
2012).

Com o avanco da biologia molecular, muitas técnicas tém surgido para facilitar no diagndstico
de doencas, principalmente aquelas baseadas na amplificagdo do DNA gendmico. Dessa forma,
a amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) tem sido amplamente utilizada em
diversos campos bioldgicos. Sua rea¢do pode ser realizada em uma Unica condicao térmica e 0
resultado é observado a olho nu, através da mudanca de coloracdo da reagdo (Notomi et al.
2000; Chen et al. 2012). LAMP apresenta vantagens em relacdo a outras técnicas moleculares,
pois ndo necessita de equipamentos sofisticados para que possa ser empregada e o tempo para
obtencdo do resultado é mais rapido, j& que ndo € necessario o passo adicional da eletroforese
(Dai et al. 2012). Na patologia de sementes, LAMP ja foi relatada sendo utilizada para deteccéao
de Macrophomina phaseolina em sementes de feijdo, Fusarium fujikuroi e Magnaporthe
oryzae em sementes de arroz e Fusarium oxysporum f. sp. lactucae em sementes de alface
(Rocha et al. 2017; Ortega et al. 2018a; Ortega et al. 2018Db).

Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um teste baseado na amplificagéo

isotérmica mediada por loop (LAMP) para detec¢do de S. sclerotiorum em sementes de soja.

Material e métodos

Isolados dos fungos e extracdo de DNA

Os isolados dos fungos S. sclerotiorum, Fusarium spp e Cercospora kikuchii foram fornecidos
pelo Laboratorio de Patologia de Sementes, da Universidade Federal de Pelotas. Os fungos
foram cultivados em meio batata dextrose agar (BDA) por cinco dias, a temperatura de 23 +
1°C e fotoperiodo de 12 horas. Ap6s o crescimento, o micélio produzido superficialmente foi

raspado e utilizado para extracdo de DNA através do método descrito por Doyle and Doyle
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(1987). A qualidade e concentragdo de DNA foram verificadas utilizando um espectrofotdmetro
NanoVue Plus (GE Healthcare, Life Sciences), seguida de eletroforese em gel de agarose 1% e

visualizagdo em transluminador.

Primers LAMP

Os primers LAMP foram desenhados utilizando o software PrimerExplorer V5
(EikenChemicalCo.,Ltd., Téquio) disponivel em http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.
Estes foram baseados na sequéncia parcial do gene do fator de elongagéo 1-alfa (EF1-alpha).
Cada primer foi testado in silico quanto a semelhanca com outras sequéncias disponiveis no
banco de dados GenBank (http: //www.ncbi.nlm.nih.Gov/genbank/) através do algoritmo

BLASTN. Na tabela 1 séo apresentadas as informacdes dos primers utilizados no trabalho.

Tabela 1 Sequéncias dos primers LAMP utilizados para amplificagdo de uma porgao do gene
do fator de elongacdo 1-alfa (EF1-alpha) de Sclerotina sclerotiorum.

Nome do primer Sequéncia 5°-3°
Sct-FIP CAAAATAAATGTCCGGTCGCAAATTTTTTGGTGGGG
TAAAGATTTTTCTTG
Sct-BIP TATGACTATAAATTTGTCCGGGTGCTTTTTTCAGTTG
GTGATGTGAAGC
Sct F3 TAATCTCATCGCGCTGTG
Sct B3 GTAAAAGATAGTTGGTATTGATCG

Tempo de incubacéo

Para otimizacdo do teste, a fim de estabelecer o melhor tempo de incubacdo, a reacéo foi
colocada a 65°C nos seguintes tempos: 0, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. A reacdo foi realizada
em um volume total de 10 pL: 1,6 uM de cada primer interno (FIP e BIP), 0,2 uM de cada
primer externo (F3 e B3), 5 ul de WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (New
Englands BioLabs), formulagdo otimizada da Bst DNA polimerase, a qual contém um indicador

de pH visivel. Seu sistema baseia-se na producdo de protons e subsequente queda do pH do
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meio, resultando na alteracéo da coloracéo da reacdo, de rosa (negativo) para amarelo (positivo)
(Tanner et al. 2015).

Como molécula molde foi utilizado o DNA micelial da coldnia pura do fungo S. sclerotiotum
na concentracdo de 50 ng/ul e agua estéril como controle negativo. Antes da incubagdo, as
amostras foram desnaturadas a 95°C por 10 minutos e ao final da foram mantidas a 80°C por 5
minutos para inativacdo enzimatica. Apo6s a amplificacéo, as reagdes LAMP foram examinadas

com base na alteracdo de cor do rosa para o amarelo.

Especificidade e Sensibilidade dos primers LAMP

A especificidade dos primers foi determinada testando-se os DNAs micelial das colonias puras
dos fungos: S. sclerotiorum, Fusarium sp e C. kikuchii. O teste foi realizado como descrito
acima com as amostras incubadas a 65°C por 60 minutos. Para determinar a sensibilidade do
teste, foi utilizado DNA da colonia pura de S. sclerotiorum, o qual uma dilui¢do seriada foi
realizada de 100 ng. pLt a 10°ng.uL?, antes de ser usado na reagdo. O teste LAMP foi

realizado como descrito acima e as amostras foram incubadas a 65°C por 45 minutos.

Inoculagdo das sementes com S. sclerotiorum e extragdo de DNA

Cem sementes de soja foram artificialmente inoculadas com o isolado de S. sclerotiorum
utilizando-se a técnica de restricdo hidrica (Machado et al. 2004). Basicamente, as sementes
foram desinfestadas superficialmente por imersdo durante 2 minutos em uma solucdo de
NaHCIO a 1%, seguido por secagem sobre papel de filtro estéril sob o fluxo laminar. O fungo
foi cultivado por 5 dias em meio BDA a 25 £+ 1°C em placas de petri, e entdo as sementes foram
colocadas nas colénias fangicas. As placas foram incubadas novamente por trés diferentes
tempos: 24, 48 e 72 horas. Niveis de infecgdo artificial, isto €, de incidéncia de infecgdo de

sementes, foram criados pela mistura de sementes de soja inoculadas e néo infectadas, sendo
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os tratamentos: 0/100 (0%), 1/100 (1%), 5/100 (5%), 10/100 (10%), 20/100 (20%) e 100/100
(100%). As amostras de sementes (100 por tratamento) foram moidas em um p6 fino, utilizando
um moedor de grdos. Trés subamostras de 50 mg por tratamento foram usadas para extragédo de

DNA utilizando DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Aplicacéo do teste LAMP nas sementes de soja

Antes de submeter as amostras ao teste LAMP, foi realizada a otimizagdo do mesmo para
amostras de sementes. Sendo assim, foi utilizado o DNA extraido do nivel de infec¢do 100%
com potencial de indculo de 72 horas. A amostra foi submetida a incubacgéo nos tempos 0, 30,
45, 60, 75 e 90 minutos a fim de verificar o melhor tempo de trabalho.

Apos, trés subamostras em cada nivel de infeccdo e potencial de indculo foram submetidas ao
teste LAMP. As reacOes foram realizadas conforme descrito anteriormente e incubadas a 65°C

por 60 minutos.

Resultados

Tempo de incubacéo

Neste estudo, primeiramente foi realizada a otimizacdo do teste através de diferentes tempos de
incubacéo para as amostras. Quando utilizado como molde DNA micelial de col6nia pura do
fungo S. sclerotiorum, o periodo minimo necessario para verificar a mudanca na coloragéo foi
de 45 minutos de incubacdo a uma temperatura de 65°C. No entanto, ndo se observou diferenca

visual em relagdo aos tempos 60, 75 e 90 min (Figura 1A).

Especificidade e Sensibilidade dos primers LAMP
No teste de especificidade dos primers, apenas a reagdo com DNA micelial de S. sclerotiorum

apresentou mudanca de coloracéo, do rosa para o amarelo, indicando resultado positivo, quando
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comparada com as outras amostras com o DNA micelial de Fusarium spp e C. kikuchii, essas
ndo apresentaram alteragé@o na coloragéo (Figura 1B). Portanto, os resultados confirmam que o
conjunto de primers desenhados para o trabalho foi especifico para identificacdo do fungo S.
sclerotiorum. No teste de sensibilidade, verificou-se que a concentragdo minima de DNA

micelial de S. sclerotiorum detectével, foi de 10 nanogramas (ng) por reacao (Figura 1C).

Figl Resultados da otimizacdo do teste LAMP utilizando DNA micelial. (a) Tempo de
incubagdo: Linha 1: tempo zero; Linha 2: 30 minutos; Linha 3: 45 minutos; Linha 4: 60 minutos;
Linha 5: 75 minutos; Linha 6: 90 minutos; Linha 7: Controle negativo (agua estéril); (b)
Especificidade dos primers: Linha 1: Sclerotinia sclerotiorum; Linha 2: Fusarium spp.; Linha
3: Cercospora kikuchii; Linha 4: controle negativo (&4gua estéril) e (c) Sensibilidade do teste
(concentragio do DNA molde: ng.ul™): Linha 1: 100; Linha 2: 10; Linha 3: 1; Linha 4: 1.10%;
Linha 5: 1.10°%; Linha 6: 1.10°3.

Aplicagéo do teste LAMP em sementes de soja

Na otimizac&o do teste para sementes, a amostra do nivel de infec¢do 100% no tempo 72 horas,
foi incubada em diferentes tempos (0, 30, 45, 60, 75 e 90 min) e foi verificado que o tempo
minimo necessario para obtencdo do resultado positivo foi de 60 min. N&o havendo diferenca

visual em relagdo aos tempos 75 e 90 min (Figura 2A).
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Quando avaliamos a aplicacdo do teste LAMP para detecgdo de S. sclerotiorum em sementes
de soja artificialmente infectadas, foi observado que quando o tempo de incubacgéo era de 24
horas, o teste ndo foi capaz de detectar o fungo em nenhuma das subamostras as quais o nivel
de infeccdo foi de 1, 5 e 10%, ja quando o nivel foi de 20% em apenas uma subamostra foi
possivel. Quando o tempo de incubacgéo foi de 48 e 72 horas, foi possivel detectar o fungo em
todas as subamostras a partir do nivel de incidéncia de 1% (tabela 2).

Tabela 2 Resultado do teste LAMP aplicado em sementes de soja artificialmente infectadas em
diferentes niveis de incidéncia (%) para deteccdo de S. sclerotiorum.

Incidéncia (%) Tempo de incubacéo (h) Resultados

24 0/3

0% 48 0/3
72 0/3

24 0/3

1% 48 3/3
72 3/3

24 0/3

5% 48 3/3
72 3/3

24 0/3

10% 48 3/3
72 3/3

24 1/3

20% 48 3/3
72 3/3

24 3/3

100% 48 3/3
72 3/3

Na figura 2B é possivel visualizar o resultado do teste LAMP através da mudanca de coloragédo
do rosa (negativo) para o amarelo (positivo). Dessa forma, os resultados demonstram que
independente do tempo de incubag&o ser de 48 ou 72 horas, a deteccdo do fungo foi possivel
guando apenas 1% das sementes estavam infectadas. Sendo assim, LAMP mostra-se como uma

alternativa promissora para uso em patologia de sementes.
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Fig 2 Resultados da aplicagdo do teste LAMP em sementes de soja. (@) Tempo de incubagéo:
0, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. (b) Deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de soja
artificialmente infectadas. Niveis de infeccdo: 0, 1, 5, 10, 20 e 100%. Tempo de incubacéo: 24,
48 e 72 horas.

Discusséo

Neste estudo foi desenvolvido um teste baseado na amplificacdo isotérmica mediada por loop
para facilitar a detec¢do do fungo S. sclerotiorum em sementes de soja. O grupo de primers
utilizado mostrou-se especifico e sensivel para a deteccao do fungo, seja quando utilizado DNA
extraido da colbnia pura, seja quando utilizado o DNA extraido de sementes de soja
artificialmente infectadas. LAMP caracteriza-se por ser um teste rapido na deteccdo de

patdgenos, onde seu resultado é visualizado diretamente ap6s o tempo de incubacéo, pela

mudanca de cor na reacdo. Aqui, o tempo minimo de incubacdo necessario para visualizacdo



73

do resultado positivo foi de 45 minutos (col6nia pura) ou de 60 minutos (sementes de soja
artificialmente infectadas). Dessa forma, em relagdo a outras técnicas moleculares utilizadas
em patologia de sementes, como PCR convencional e PCR em tempo real, LAMP mostra-se
mais vantajosa devido a rapidez com que o teste € executado, além de ndo necessitar de
equipamentos sofisticados (termocicladores).

LAMP ja foi utilizado para deteccdo de S. sclerotiorum em plantas de canola, soja e no solo,
além de estudos relacionados com a resisténcia do fungo a diferentes fungicidas (Duan et al.
2014; Duan et al. 2015; Grabicoski et al. 2020). No entanto, sua aplicagédo para deteccdo de S.
sclerotiorum em sementes ainda néo foi relatada.

Os testes comumente usados para a detecgdo de S. sclerotiorum em sementes de soja sdo:
incubagdo em substrato de papel ou método do papel de filtro (“blotter test”); em rolo de papel;
e em meio agar-bromofenol Neon. Esses levam em média 7 dias para obtencéo do resultado.
Neste estudo, quando testados diferentes niveis de infec¢do em diferentes potenciais de indculo
das sementes, LAMP mostrou-se eficiente para detectar a presenca do fungo quando apenas 1%
das sementes estavam infectadas apds 48 horas de incubagdo. Dessa forma, LAMP mostra-se
como um teste potencial que pode ser empregado em laboratorios de patologia de sementes
com o intuito de agilizar o trabalho de deteccdo de patdgenos.

Hoje em dia no Brasil, o teste de sanidade de sementes ndo é obrigatdrio para que elas sejam
comercializadas, isso em funcdo do pais ndo estar estruturado para realizar as analises de forma
eficiente, havendo necessidade de muitos laboratérios credenciados e méo de obra qualificada.
Dessa forma, ficaria invidvel atender a demanda de analise sanitéria de toda a producdo de
sementes do pais. Outra questdo diz respeito as metodologias disponiveis para a deteccdo de
patégenos demandarem periodos longos para execucdo e armazenamento das amostras. Assim,

LAMP vem de encontro com essas questdes trazendo vantagens, pois seu tempo de execucao é
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curto, ndo necessita equipamentos sofisticados e nem de mado obra qualificada, pois ndo é
mandatorio conhecimento especifico em morfologia e taxonomia de fungos.

Patogenos transmitidos por sementes sdo considerados a principal fonte de inoculo para a
doenca no campo, além disso lotes contaminados podem introduzir patégenos em areas isentas.
Deste modo, a analise sanitaria de sementes é um processo que visa evitar problemas futuros,
além de agregar valor ao produto a ser comercializado garantindo a seguranga do sistema

produtivo.
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Considerac0es finais

A amplificacdo isotérmica mediada por loop é uma técnica molecular que pode
ser utilizada em larga escala em diferentes locais, desde laboratorio até no campo,
pois ndo necessita de equipamentos sofisticados para que seja aplicada, sendo essa
uma das suas maiores vantagens. Além disso, o tempo de resposta € menor quando
comparado a outras técnicas, pois a visualizacdo dos resultados pode ser feita
diretamente através da mudanca de cor da reacao.

A identificacdo da praga ou patdgeno de forma precoce tem um papel crucial
para 0 manejo correto e eficiente. Demonstramos que é possivel aplica-la para
identificacdo de insetos, sem a necessidade de extracdo de DNA e na deteccéo de
patdgenos em sementes. Assim, LAMP pode ser empregada como um primeiro passo
no manejo, podendo ser extrapolada para diferentes patossistemas de forma a tornar
as perdas causadas por pragas e doengas cada vez menores.
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