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1. Introducéao

As doencas das plantas influenciam negativamente e de modo significativo
as atividades agropecuarias e florestais em todo o mundo. Muitas epidemias
tiveram como conseqliéncia grandes perdas econdmicas, alteracdes sociais e
ambientais. As doencas de origem bidtica que incidem antes da colheita causam
perda média de 12% na producao agricola mundial (STRANGE; SCOTT, 2005).
Mesmo em paises desenvolvidos, a exemplo dos EUA, as doencas de plantas
podem causar prejuizos da ordem de 1,5 bilhao de délares ao ano (CAMPBELL et
al., 1992).

Um dos fatos histéricos mais relevantes sobre epidemias de doencas
de plantas foi a devastacao dos plantios de batata (Solanum tuberosum L.)
por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary entre 1845 e 1850 na Europa,
principalmente na Irlanda. Neste pais, onde a maioria da populacao dependia
da batata para se alimentar, as perdas na producao provocadas pela doenca
resultaram na morte de 2 milhdes de pessoas e na emigracao de 1 milhdo
de irlandeses para a América do Norte (BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995).
A vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa Aims &
Phillips-Mora, presente no Estado da Bahia a partir de 1989 (PEREIRA et al.,
1989), causou, além do prejuizo econdmico, significativa alteragdo da estrutura
social das cidades da regido sul daquele estado e resultou em perda de parte
da Mata Atlantica remanescente. Na area florestal a doenca “chestnut bligth”
causada pelo fungo Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr, em &arvores de
castanheira americana (Castanea dentata [Marshall] Borkhausen), vem
desde 1904 reduzindo o nimero de individuos desta espécie em florestas
nativas nos Estados Unidos (MERKEL, 1905). No Brasil, o mal-das-folhas-da-
seringueira, causado por Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx, foi responsével
pelos insucessos nos plantios de Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mall.
Arg. no Estado do Para com surtos severos a partir de 1965 (FERREIRA, 1989).
Cita-se ainda a podriddo-do-coleto de Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf
cv. Marandu, uma doenca que a partir da metade da década de 90 incide
de modo fulminante nos estados do PA, RO, AC, TO e MA. Esta doenca, cujo
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agente patogénico primario é o cromista Pythium periilum (DUARTE et al.,
2007), tem inviabilizado o cultivo desta importante forrageira na regiao.

A partir do inicio do século 19, diferentes estudos contribuiram para a
criacao e definicdo da Fitopatologia como ciéncia. A Fitopatologia dedica-se
ao estudo de etiologia, diagnose, epidemiologia, interacbes entre plantas e
patégenos e ao controle das doencgas das plantas. Os estudos etiolégicos do Dr.
Henrich Anton De Bary, sobre a requeima da batata (DE BARY, 1876), e do
Dr. Julius Kihn no final da primeira metade do século 19 constituem em marcos
iniciais para a Fitopatologia. Em 1874, os estudos sobre o apodrecimento de
arvores causado por fungos realizados pelo cientista Robert Hartig fundamenta
a criacao da especialidade Patologia Florestal (BOYCE, 1961). Paralelamente,
ocorreu o desenvolvimento das especialidades da Fitopatologia como a
Virologia, Bacteriologia, Micologia, Nematologia e Epidemiologia, bem
como, das ciéncias Microbiologia, Genética, Biologia Molecular, Bioquimica,
Taxonomia, Matematica e Ciéncias da Computacdo, todas contribuindo de
alguma forma na construcdao do corpo de conhecimento necesséario aos
trabalhos desenvolvidos na area e ao melhor entendimento da organizacao
dos sistemas biolégicos envolvidos nas doencas das plantas. De todas
as especialidades e ciéncias que se desenvolveram no periodo, a Biologia Molecular
foi a responsavel por um passo revoluciondrio no conhecimento dos sistemas
biolégicos terrestres. Desde entdo, a biologia molecular consiste na ciéncia que
produz os conhecimentos sobre as moléculas encontradas em fésseis e nos
sistemas vivos. Com a ajuda da ciéncia da Matematica e da Computacao,
estas informacdes moleculares tém sido Uteis para explicar os fendbmenos
biolégicos. Adicionalmente, esta ciéncia tem permitido uma classificacao
dos seres vivos que representam melhor os agrupamentos naturais entre
microrganismos, bem como suas relacdes com as plantas.

No estudo de grupos naturais de microrganismos, espécie foi inicialmente
definida como um conjunto de individuos que realizam cruzamentos entre
si com gametas férteis contendo a metade do nimero de cromossomos
resultando em prole fértil. A partir do conhecimento dos grupos procariotos,
virus e virdides, esta definicdo é adaptada de modo que uma espécie passa
a ser nestes casos um grupo de microrganismos com alto indice de similaridade
genética e/ou fenotipica entre si e suficientemente diferente de outro grupo para
as mesmas caracteristicas.

Deste modo, a classificacdo de espécies e de grupos subespecificos
com base em dados moleculares constitui atualmente uma ferramenta
de grande utilidade para a diagnose de doencas de plantas (LOPES et
al., 2003) visando suportar as tomadas de decisdes sobre qual é o agente
causal e as medidas de manejo mais adequadas para o controle da doenca. A
diagnose visual realizada por profissional experiente constitui a abordagem
mais amplamente utilizada e em maior freqiiéncia para os casos de doencas
causadas por fungos, nematdides e até bactérias jd conhecidas (VALLE;
ZAMBOLIM, 1997; FERREIRA; MILANI, 2002; ALFENAS et al., 2004; KIMATI
et al., 2005). No entanto, para outras doencas causadas principalmente
por virus, micoplasmas e bactérias, a abordagem molecular é muitas vezes
imprescindivel para um diagnéstico correto. Nesses casos, prescindir destas
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ferramentas pode implicar no diagndstico incorreto do agente causal e,
conseglentemente, na aplicacdao de medidas de controle inadequadas, as
quais podem trazer ndo s6 prejuizos econémicos, mas também problemas
sociais e ecoldgicos.

2. Biologia Molecular: o Estudo das Moléculas dos
Seres Vivos

Na condicdao mais elementar, a vida existe em uma molécula formada
por um arranjo de ligacées quimicas entre dtomos, desde que as moléculas
estejam inseridas num sistema energético ativo de um ser que possua um ciclo
de vida com nascimento, reproducdo e morte, podendo entdo dizer que
hd moléculas da vida. Por outro lado, cientistas se dedicam ao estudo de
moléculas sinalizadoras e executoras da morte celular, sendo estas também
objeto de estudo da biologia molecular (METZSTEIN; HORVITZ, 1999).

Dentre as moléculas da célula estdo os &cidos nucléicos
(dcido ribonucleico-RNA e &acido desoxirribonucleico-DNA), os quais
sao moléculas constituidas a partir de quatro bases nitrogenadas ligadas entre
si por uma ligacao fosfo-diéster e uma ligacdao ponte de hidrogénio entre
as fitas. O DNA possui um carboidrato chamado desoxirribose enquanto que
o RNA possui um carboidrato denominado ribose com uma hidroxila no
carbono 2. Outra diferenca estrutural entre estas duas moléculas
€ a base nitrogenada chamada uracila, presente no RNA e ausente
no DNA, e a base nitrogenada timina presente no DNA e ausente no
RNA. As demais, adenina, citosina e guanina, estao presentes tanto no
DNA quanto no RNA (DARNELL et al., 1999). A seqlUéncia de DNA
de determinados genes e regides intergénicas tem sido importante
caracteristica taxonémica, bem como a seqiéncia de RNA, uma vez que
essas moléculas carregam informacdes genéticas comuns ao grupo e
a espécie que pertencem e transferem esta informacado as geracdes
seguintes com pouca alteracdao em alguns genes.

H4& uma correspondéncia entre a proteina produzida e o gene que
a codifica a partir do principio de que para cada proteina hd um unico
gene. As proteinas sao formadas por seqliéncias de aminoacidos, possuem
fungdes estruturais dentro e entre células e funcgoes fisiolégicas dentro e fora
das células. Muitas proteinas sao constituintes da membrana plasmaéatica
e de tubos interconectores de células, e outras sao transportadoras de
sinais e resposta ao ataque de pragas, doencas e agentes abidticos. As
proteinas sdao encontradas em todos os seres vivos, exceto nos virdides, na
membrana plasmatica das células, nos ribossomos, no DNA, no citoplasma
e nos capsideos virais. Outro fato importante envolvendo as proteinas é a
emergéncia de doencas em animais, a exemplo da vaca louca causada por
proteinas infecciosas chamadas de “prions” (PRUSINER, 1998).

As proteinas podem ser utilizadas como moléculas informativas para
a diagnose de doencas de plantas, a exemplo do perfil de isoenzimas como
ferramenta para diferenciagcdo de espécies ou racas de microrganismos (BONDE
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et al., 1993). O principio da técnica de eletroforese de isoenzimas esta no fato
de que ao revelar o gel submetido ao campo elétrico em condicdes controladas
e visualizar as marcas, as diferentes distancias de mobilidade de cada isoenzima
dos diferentes organismos em estudo representam diferencas genéticas entre
eles, portanto, diferencas nas seqiiéncias de DNA correspondentes as mesmas
(MURPHY et al., 1990). No entanto, devido as variacdes nesta caracteristica
decorrentes de fatores ambientais, o uso seguro desta técnica deve ser precedido
de experiéncia e conhecimento do sistema com o tempo de utilizacdo. Esta
ferramenta ainda hoje é considerada vidvel em eficiéncia e custo na diagnose
de doencas causadas por nematdéides, principalmente quando se complementa
esta informacao com dados morfolégicos e morfométricos.

Outra técnica que faz uso de proteinas para inferéncias taxonGmicas é o
perfil de proteinas totais, obtido por eletroforese unidirecional ou bidirecional
com pulsos elétricos. Embora seja utilizada na taxonomia e caracterizagcao
de populacdes de microrganismos, esta técnica ndao tem sido utilizada como
ferramenta de diagnose devido a dificuldade de operacéo, variagdes decorrentes
de fatores ambientais e custo elevado.

Por outro lado, as proteinas carregam informacdes precisas e estaveis
na seqléncia de aminoacidos e esta abordagem é utilizada como critério de
distincao de virus. Apés o seqlienciamento dos aminodacidos da proteina que se
deseja estudar, faz-se a andlise de similaridade das seqiiéncias obtidas dos
diferentes isolados e por meio de andlise de agrupamento obtém-se o
nome da espécie dos organismos em teste.

Outra importante abordagem sobre o uso de informacdes de proteinas
é o perfil indireto de enzimas obtido a partir de testes bioquimicos com
espécimes de bactérias e leveduras utilizando-se fontes isoladas de carbono
e nitrogénio (JONES et al., 1993). Nestes testes realizados em microplacas
ou tubos de ensaio, uma Unica fonte de carbono e/ou nitrogénio é oferecida
ao organismo teste para avaliar a producao ou nao da enzima relacionada ao
substrato. Deste modo, um espécime capaz de utilizar a L-asparagina como
Unica fonte de carbono e nitrogénio certamente produz a enzima asparaginase
a qual converte aquele substrato em aspartato. Uma série de substancias, a
exemplo de acido acético, maltose, sacarose, glicogénio, etc., ir4 revelar um
extenso perfil de enzimas do espécime estudado, fornecendo desta maneira
informacbes com grande importancia para a taxonomia.

Os acidos graxos, que podem ser estudados para fins taxonémicos,
sdo moléculas presentes em células dos seres vivos e possuem
funcao estrutural na membrana plasmatica e no envelope viral, além
de servir como reserva de energia no citoplasma. Em bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, o perfil quali-quantitativo de acidos graxos é
importante como caracteristica taxondmica para definir agrupamentos
naturais na espécie.

3. Diagnose Molecular Baseada em DNA e RNA

Apartirdadescoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick em
1953, uma verdadeira revolugao no avanco do conhecimento cientifico
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sobre a vida na terra tomou curso e, desde entdao, a humanidade tem
se empenhado em conhecer a estrutura fisica e funcional do genoma
de um nimero cada vez maior de espécies.
Comoconhecimentodaestrutura fisicadogenomade microrganismos,
péde-se elaborar um sistema de classificacdo mais estavel baseado na
seqliéncia de genes marcadores em nivel de espécie ou mesmo de taxons
subespecificos (TAYLOR et al., 1999). Esta abordagem apresenta a vantagem
de contar com reduzidas taxas de mudancas em relacdao aos caracteres
fenotipicos. Dados fenotipicos sdo muito sensiveis as alteracdes
ambientais e eram as Unicas ferramentas que embasavam a classificacao
de microrganismos até a consolidacdao das tecnologias para clonagem e
seqlienciamento de genes ou regides marcadoras dos patdégenos alvos. Com
o conhecimento da estrutura fisica do genoma de fitopatégenos é possivel
também detecta-los em plantas por meio de diversas técnicas a exemplo
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) usando primers especificos que
amplificam regides gend6micas marcadoras do grupo de isolados, notadamente
patdgenos de dificil isolamento e/ou cultivo in vitro como Xyl/ella fastidiosa,
agente causal da clorose variegada dos citros (POOLER; HARTUNG, 1995).

4. Hibridizacao Molecular, Marcadores RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polimorfism) e AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polimorfism)

A correta identificacdo de um microrganismo para efeito de
diagnose molecular de doenca de plantas pode ser realizada por meio de
diferentes técnicas baseadas na seqliéncia do DNA. Uma técnica muito
utilizada para a deteccao e diagndéstico de fungos, virus e bactérias é
denominada hibridizacao (por exemplo, o “dot-blot”). Nesta, uma colecao
de isolados do fitopatégeno que se deseja detectar deve ser amostrada e
seu material genético extraido para estudos de marcas reveladas em géis
gue possam separar este fitopatégenos de outras espécies. Apds ter uma
marca molecular especifica do patégeno que causa a doenca-alvo, a
seqlUéncia de DNA correspondente ao marcador é feita, radioativamente,
com isétopos de fosforo - (P3?) - ou etiquetada com um substrato sensivel
a uma enzima que o converte em produto colorido visivel a olho nu.
Na marcacéao radioativa com P32, a resolucdo da técnica é maior em relacao
a marcacao colorimétrica ou quimioluminescente com digoxigenina ou
biotina, no entanto, atualmente a quimioluminescéncia com marcadores
modernos torna a resolucdo desta técnica semelhante aquela obtida pela
marcacédo com radioisétopos. A sonda pode ser de DNA ou RNA. Em geral,
as sondas sao feitas de DNA a partir de clones contendo seqUéncia
parcial do genoma do patégeno. No preparo de sondas para deteccado de
virus de RNA e virdides, o RNA especifico extraido da planta infectada é
convertido em DNA complementar (cDNA) por meio de reacdo quimica com

a enzima transcriptase reversa. O cDNA obtido é inserido em plasmideos e
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transferido para Escherichia coli (DUSI; MARINHO, 2001). Para a produgéo
das sondas, uma PCR pode ser realizada contendo nucleotideos marcados
utilizando o inserto como molde.

Para a execucao da técnica “dot-blot”, o pesquisador deve analisar
o material vegetal e hipotetisar sobre a espécie, subespécie ou raca
presente do agente causal, para em seguida escolher a sonda de DNA ou
RNA adequada (MEINKOTH; WAHJ, 1984).

O tecido contaminado ou infectado é triturado e o DNA presente é
desnaturado, aplicado diretamente na membrana de nailon ou nitrocelulose
na forma de pontos e fixado em aparatos especificos para este fim, como por
exemplo Bio-Dot SF (Bio-Rad Laboratories). Em seguida, uma solugdo de
DNA, em geral de esperma de salmao, é aplicada sobre a membrana para pré-
hibridizacdo com o objetivo de bloquear sitios livres da mesma e evitar que a
sonda se ligue nestes sitios. Para hibridizar com a sonda especifica do patégeno-
alvo, a membrana pré-hibridizada é retirada da primeira solucao e colocada
para hibridizar na solucao da sonda de deteccdao em um forno de hibridizacao
com temperatura e tempo pré-determinado. Depois de decorrido o tempo
de hibridizacdo, a membrana € retirada, lavada para remover o excesso de
sonda e revelada (Fig. 1).

Outra técnica importante na diagnose de doencgas de plantas é a RFLP
que consiste na anélise do polimorfismo no comprimento do fragmento DNA
ap6s digestdo com enzima de restricdo. Este polimorfismo origina-se das
diferencas nas seqliéncias do DNA dos organismos em estudo e do fragmento
gerado pelo corte da fita dupla com enzima de restricdo. A técnica consiste
em obter o DNA do microrganismo que se deseja identificar e digerir este
DNA com enzimas de restricdo. Em seguida, aplica-se o DNA digerido em
um gel de agarose ou poliacrilamida e depois de decorrida a eletroforese,
cora-se o gel com brometo de etideo ou prata e as marcas sao visualizadas
e comparadas com o padrao que se tem para o microrganismo que se deseja
detectar.

A técnica RFLP também pode ser empregada para estudos de
diversidade genética e deteccao de fitoplasmas e bactérias fitopatogénicas,
notadamente de fitobactérias fastidiosas numa combinacdo de técnicas
denominadas PCR-RFLP. No caso de fitobactérias, genes hrp ou mesmo
de regides intergénicas dos genes 16S ou 23S do DNA ribossomal (rDNA)
podem ser utilizados para este propésito (POUSSIER et al., 1999).

A técnica AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) consiste em
extrair o DNA do microrganismo, fragmenté-lo com enzimas especificas e ligar
adaptadores de dupla fita aos fragmentos, para posteriormente proceder a
uma PCR com primers indicados e dNTP radioativo ou fluorescente (VOS et
al., 1995). Em seguida, procede-se a eletroforese em um gel de poliacrilamida
e a revelacdo das marcas (JANSSEN et al., 1996) ou a leitura pode ser feita
em um equipamento apropriado com sensor para fluorescéncia. Em todos
0os casos, a andlise dos dados consiste em tabular os resultados em uma
planilha com respostas positivas e negativas para cada marca em um programa
de computador. A andlise de agrupamento ird mostrar a qual espécie pertence
o isolado em teste, desde que a estes dados sejam incorporados os dados
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dos isolados tipos. Em casos de doencas especificas, a presenca de uma
a poucas marcas exclusivas no gel é o suficiente para detectar o patégeno

inclusive na subespécie (AVROVA et al., 2002).

Fotos: Francisco Murilo Zerbini Jénior

Fig. 1. Etapas da técnica “dot-blot” para deteccdo de patégenos e diagnose molecular
de doencas de plantas com sondas: montagem das membranas e aplicacdo da amostra
no aparato Bio-dot (a, b, ¢, d), forno de hibridizacao (e), cassete de revelacao
(f) e tanque de revelagcdo da membrana (g).

5. PCR, Marcadores do Tipo ARDRA, RAPD e PCR
Quantitativa

A técnica de PCR (Polimerase Reaction Chain) (MULLIS; FALONA,
1987) baseia-se no aumento do nimero de cépias de seqliéncias de DNA
de interesse por meio de reacao enzimatica in vitro. Para processar a
reacdo, combinam-se em um tubo ou placa de reacdo o DNA molde, dois
ologonucleotideos iniciadores ou “primers”, os dNTPs (deoxynucleotideos
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fosfatos: dATP, dTTP, dCTP e dGTP), a enzima polimerase de DNA
termoestavel e a solucdo tampao da reacdo. Estes tubos sdo colocados
dentro de um equipamento denominado termociclador programado para
condicionar binébmios de tempo e temperatura adequados a cada etapa
da reacado. Deste modo, a primeira etapa consiste na desnaturacdo do
DNA obtida pela elevacdao da temperatura. Apds a desnaturacdo do
DNA, o equipamento abaixa a temperatura para que os oligonucleotideos
iniciadores se liguem as fitas simples e assim ocorra a etapa de anelamento.
A temperatura de anelamento varia de 25°C a 65°C e serve como estratégia
de amplificacdo especifica devido ao aumento de estringéncia com a
elevacao da temperatura de anelamento. Na etapa de extensao da fita, o
termociclador é programado para manter a temperatura em 72°C quando
a enzima realiza a polimerizagdo das duas novas fitas. Depois de decorrido
o tempo programado para a polimerizacdo, as fitas se separam em nova
etapa de desnaturacao pela elevacao de temperatura e, subseqlientemente,
os iniciadores novamente se ligam nas fitas moldes antigas e nas fitas
moldes que foram produzidas na primeira reacao. Apds esta segunda
polimerizacdo estardao formadas as duas primeiras seqiiéncias de DNA no
tamanho definido pelo par de oligonucleotideos iniciadores colocados no
tubo de reacdo. H4 a amplificacdo de fragmentos maiores que os definidos
pelo par de primers, uma vez que o DNA molde original continua presente
no tubo de reagdo, mas, a quantidade deste DNA amplificado no produto
final nao é significativa. A seqiiéncia molde alvo de tamanho definido pelos
primers é chamada de “amplicon” e a multiplicacdo destas seqliéncias
se dd em progressdao geométrica de ordem 2. O produto da reacdo é
resultado da amplificacdo especifica da regidao anelada pelos primers e
bastam algumas cépias de DNA para que seja possivel realizar a PCR.
Deste modo, a técnica de PCR caracteriza-se por ser de alta sensibilidade,
especificidade, rapidez (WEISING et al., 1995) e facilidade de execucéao.
Alguns fatores como a temperatura de anelamento, a concentracao de
magnésio, a presenca de inibidores quimicos, a quantidade e atividade da
enzima polimerase e a quantidade e especificidade dos primers influenciam
na eficiéncia da reacdo, sendo, as vezes, necessario ajustes iniciais nestes
fatores em cada estudo.

O uso de PCR, associado a digestao com enzimas de restricao,
é viavel pela eficacia em discriminar grupos de microrganismos,
principalmente quando sao realizados em seqliéncias conservadas entre
espécies. Deste modo, a digestdo enziméatica pode ser combinada com
a PCR para produzir um perfil de marcas do DNA amplificado. Para tanto,
depois de realizada a PCR, as seqléncias obtidas sdo digeridas com
enzimas de restricdo e o produto digerido é separado por eletroforese.

A técnica ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis) consiste em proceder a uma analise do padrao de bandas
resultantes da digestdo de seqlUéncias de rDNA com enzimas de restricao.
Espécies do nematéide Bursaphelenchus Fuchs podem ser identificadas
por esta técnica utilizando-se ITS-RFLP com primers especificos para
amplificar as regioes ITS1 e ITS2 (BRAASCH et al.,, 1999). Em seguida
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as seqUéncias sao digeridas com as enzimas Rsal, Haelll, Mspl, Hinfl
e All e o produto visualizado em gel de agarose. Esta técnica também
tem sido empregada com sucesso para distingdo de fungos (OLIVEIRA;
COSTA, 2002). Para fitoplasmas, a identificacao pode ser feita a partir
da aplicacdao do produto da digestdo com enzimas de restricdao nas
seqUéncias de rDNA16S destes microrganismos (LEE et al., 2001),
bem como para a identificacdo da bactéria Ral/stonia solanacearum
em eucalipto (Fig. 2).

500pb

Fig. 2. Padrao de restricdo do rDNA16S obtido com a enzima Rsal para diferentes
isolados de Ralstonia solanacearum de eucalipto.

Kb = 1 Kb DNA Ladder a esquerda; produto de PCR nao digerido a direita.

A técnica denominada RAPD (Random Amplified Polimorfic DNA)
consiste em extrair o DNA do microrganismo de interesse e proceder a
uma reacao de PCR com pequenos primers de seqliéncia arbitraria e ricos em
GC. Em seguida, o produto da PCR é aplicado no gel de agarose e submetido
a eletroforese para separagao dos fragmentos. Depois de decorrido um tempo
pré-definido, o gel é visualizado e os dados sdo analisados como presenca ou
auséncia das marcas genéticas. Esta técnica tornou-se amplamente utilizada
a partir de 1990 (WILLIAMS et al., 1999) e pode ser usada para detecgao de
racas de fungos (KURAMAE; SOUZA, 2002) e estirpes de bactérias.

A PCR quantitativa ou PCR em tempo real consiste na multiplicacdo
enzimatica de seqliéncias de DNA e deteccdo do produto amplificado por
fluorescéncia durante a amplificacao. A técnica consiste em aplicar principios
basicos da PCR tradicional somado ao uso de sondas fluorescentes e deteccao
dos produtos em tempo real. A detecgao do produto amplificado ou “amplicons”
pode ser realizada por diferentes sistemas fluorescentes (MACKAY et al.,
2002). O sistema TagMan® consiste em adicionar um oligonucleotideo de
aproximadamente 25 nucleotideos denominado sonda TagMan® que contém
na extremidade 5’, um composto de alta energia denominado “reporter” e na
extremidade 3’, uma molécula receptora de energia denominada “quencher”
ao mix de PCR. Esta sonda é desenhada para anelar especificamente na
fita molde entre os primers reverse e forward. Apds cada ciclo da reacgéo,
subseqlientemente a polimerizacao, a enzima Taqg polimerase atua como uma
exonuclease no sentido 5'-3’, degrada a sonda e libera as duas moléculas.
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A molécula “quencher” liberada e com energia emite fluorescéncia que é
detectada pelo sensor do equipamento, sendo proporcional a quantidade de
produto amplificado (Fig. 3).
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Fita dupla de DNA a

|||||||||||||||||||||||||||||
BUNN NN ANNNNNNURNNNTNNNTNNALE

Fita dupla de DNA b

Fita molde de DNA m M

primer

=

primer c1-sonda-c2
Fita molde de DNA

Fig. 3. Estagios da técnica PCR
Enzima Taq polimerase Enzima Tag polimerase em tempo real com o sistema
TagMan® de sondas ligadas a
uma molécula de cromoéforo e
uma molécula “quencher”: a) fita
d dupla de DNA molde intacta; b)
desnaturacdgo do DNA molde e
separacao das fitas; c) anelamento
dos primers e da sonda TagMan®
QIIIIING® marcada; d) polimerizacdo das
Fluorescéricia novas fitas e desligamento dos
QIO croméforos e “quenchers”; e)
desligamento da polimerase e
emissao de fluorescéncia forte.

A proximidade entre os croméforos na sonda original antes do anelamento
evita as emissOes de fluorescéncia apds excitagado a partir da fonte de luz do
termociclador. A deteccao da seqliéncia alvo é obtida quando o equipamento,
por meio de um programa de computador, indica que foi atingido o primeiro valor
detectavel acima do limite de referéncia, o qual é definido como a fluorescéncia

de base sem ocorrer reacao de PCR (Fig. 4).

Outro sistema interessante para ser utilizado em PCR quantitativa é o de
“molecular beacons” (TYAGI; KRAMER, 1996). Neste sistema, as oligosondas
também possuem fluoréforos e quenchers nas extremidades, mas apresentam
uma conformagédo secundaria de DNA tipo haste e alca com os croméforos
préximos entre si e parte da fita anelada no inicio da reacdo enziméatica. Na
alga, hd uma seqliéncia complementar a fita molde de DNA, de modo que,
quando a reagao se processa, a sonda hibridiza-se com a fita molde e adota uma



327

Biologia Molecular Aplicada a Diagnose de Doencas de Plantas

conformacao linear mantendo distantes os croméforos. Nesta situacdo, uma
pequena quantidade de fluorescéncia é produzida e corrigida pelo programa de
modo a nao interferir na detecgdo. A possibilidade de utilizagcao de fluoréforos
de diferentes cores na mesma reacao permite detectar diferentes seqliéncias
alvo.

400

300 -

200 + Linha de deteccéao

cd

Fluorescéncia

Linha de base

0 T T T I
10 20 30 40
Nudmero de ciclos de PCR

Fig. 4. Curva hipotética de amplificacdo de seqiiéncia de DNA de um fitopatdgeno via
PCR em tempo real.

Onde: cd - ciclo de deteccdo do fitopatégeno.

O sistema SYBR® Green para PCR em tempo real também é fluorescente e
tem como caracteristicas o baixo custo relativo aos demais, maior factibilidade e
inespecificidade quanto ao substrato de fita dupla. O uso deste sistema baseia-
se na adicao de um croméforo denominado SYBR Green ao mix da reacao de
PCR no inicio da reacao (VITZTHUM et al., 1999). A molécula de SYBR Green
apresenta um pequeno nivel de fluorescéncia basal sem estar ligada a fita dupla
de DNA, o que nao interfere na quantificacdo dos amplicons e na deteccéo
da seqiiéncia alvo, uma vez que esta quantidade basal é considerada pelo
programa. Os picos de fluorescéncia aumentam de acordo com o aumento do
numero de fitas duplas no mix da reagcdo, uma vez que o composto intercala-se
e liga-se a fita dupla e desliga-se da mesma durante a desnaturacao (Fig. 5).

Atualmente, uma série de equipamentos esta disponivel no mercado para
a praticade PCR em tempo real como o Gene Amp 5700® da Applied Biosystems
(Foster City, Califérnia), o iCycler iQ™ da empresa Bio-Rad (Hércules, Califérnia)
e o Smart Cycler® TD da Idaho Technologies (Salt Lake City, Utha), além de
outros. Até o momento apenas o Smart Cycler® TD tem a capacidade de realizar
até 16 reacoOes independentes. Para viabilizar a aplicacdo pratica da PCR em
tempo real na drea de Fitopatologia, alguns protocolos foram desenvolvidos para
detectar fungos em sementes (ZHANG et al., 1999), bactérias em sementes
(BERG et al., 20086) e virus em tecidos de plantas (ROBERTS et al., 2000).
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Fita dupla de DNA molde a

Fita dupla de DNA com moléculas de SYBR Green b

Fita dupla de DNA em desnaturacdo com moléculas de SYBR Green

Enzima Taq P°|'mefase’ VBR Green
- Primer

Fitas simples de DNA molde, moléculas de SYBR Green, primers e polimerase d

Primer

Enzima Taq polimerase /
Primer e ; .
SYBR Green nzima Taq polimerase

Fluorescéncia forte

R S (N |
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Fig. 5. Estagios da técnica PCR em tempo real com o sistema SYBR Green®: a) fita dupla
de DNA molde intacta; b) integracao e ligacao do corante a fita dupla; c) desnaturacao
do DNA molde, separacao das fitas e desligamento do corante; d) solucdo contendo
DNA molde, primers, polimerase e corante; e) anelamento dos primers e acoplamento da
polimerase; f) polimerizacdo das novas fitas, desligamento da polimerase e ligamento do
corante nas fitas duplas de DNA.
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6. Reacdao em Cadeia da Polimerase e Analise
Filogenética de Seqiiéncias do DNA Gendmico

A escolha da PCR associada a analise filogenética de seqliéncias
como técnica padrao para diagnose de doencas de plantas depende de boa
infra-estrutura no laboratério para extracdo de DNA, seqlenciamento e
analise de dados. Apds a anéalise do material vegetal, o pesquisador
pode optar por isolar primeiramente o microrganismo em meio de
cultura e multiplica-lo para extracao de DNA. Nao sendo possivel cultivar
o patégeno em meio de cultura, a PCR poderd ser realizada com
extrato vegetal ou DNA extraido dos tecidos infectados. Os fragmentos
de DNA amplificados poderdo ser clonados em vetores ou enviados
diretamente para seqlienciamento. Quando se trata de doenca sem
sinais visiveis do patégeno, uma série de inferéncias é feita no material
coletado em diferentes idades e sintomas, antes de se proceder a andlise
molecular. Quando nado é possivel a verificagcdo de sinais do patégeno
no tecido atacado com microscoépio de luz e acredita-se que a doenca
é causada por um agente bidtico, primers especificos para micoplasmas,
virus e virdides sao avaliados. No caso de ocorréncia de um fungo
desconhecido cultivavel em meio de cultura, ou conhecido mas nao ao
nivel taxondmico desejado, pode-se realizar a identificacdao molecular
por meio de seqliéncias correspondentes a rDNA 18S, 5.8S e ITS de rDNA
("Internal Transcribed Spacer” de DNA Ribosomal Nuclear) com o uso de
primers universais. Outras regides gendmicas também sdao importantes
para diferenciar espécies, a exemplo do gene correspondente ao rDNA
28S, TEFa (fator de traducao e elongacao 1-alfa), RPB1 (subunidade | da
RNA polimerase Il). O mesmo procedimento com primers universais pode
ser adotado para diagnose molecular de nematdides e bactérias, sendo
neste Ultimo caso utilizados primers para amplificacdo do rDNA16s ou
regioes especificas do genoma. Em todos estes casos, depois de
obtida a seqUéncia do gene, uma anélise filogenética para fins taxondmicos
é realizada em programas de computador (Fig. 6) (GONCALVES, 2003).
Primers exclusivos para espécies até grupos infra-subespecificos
(KURAMAE; SOUZA, 2002; MAHUKU et al., 2006) também podem ser
utilizados na diagnose molecular de doencas de plantas causadas por
fungos e bactérias bem como para espécies de micoplasmas, virus e
viréides (LEE et al., 2001; ZERBINI et al., 2001; DUSI; MARINHO,
2001). Nesses casos, a presenca de uma banda marcadora do grupo no
gel significa resultado positivo para a diagnose, tendo como comparador
um isolado tipo do grupo. Marcadores baseados em seqliéncias repetitivas,
a exemplo das sequiéncias ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus Sequence), REP (Repetitive Extragenic Palindromic Sequence) e
BOX, podem ser utilizados para caracterizar populacdes especificas e,
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nestes casos, tornam-se ferramentas valiosas na diagnose molecular de
isolados de interesse (WILLIAMS; FITT, 1999).

b oo W kY N Y
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Fig. 6. Etapas da identificagdo molecular de fitobactérias por anélise filogenética
de seqliéncias de rDNA16S a partir de DNA de diferentes isolados de bactérias
patogénicas ao eucalipto (i1a i7); e a direita marcador 1Kb: a) gel de agarose com
fragmentos amplificados via PCR; b) gel visualizado em luz ultravioleta; c) gel com
marcas fortes dos plasmideos contendo os genes; d) seqlienciador automatico ABI Prism
377; e) eletroferograma parcial de seqiiéncia de DNA.

7. Perfil de Acidos Graxos (Fame)

Os lipideos ou 4cidos graxos sao extensas moléculas comesqueleto
de carbono que tém a funcdo de estruturar a membrana plasmatica e
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servir de reserva de energia. Em fungos e bactérias, o perfil quali-
guantitativo de acidos graxos por meio de cromatografia gasosa pode
ser utilizado na diagnose molecular de doencas de plantas (LANOISELET
et al., 2005). Atualmente, um sistema automatizado denominado MD
(Microbial ldentification System) é capaz de identificar com grande
precisdao fungos filamentosos, leveduras e bactérias por meio da anélise
qualitativa e quantitativa dos acidos graxos presentes na parede celular
destes microrganismos. Este sistema constitui de um cromatégrafo
gasoso acoplado a um computador, o qual armazena a base
de dados dos perfis de acidos graxos de uma grande colecdo de
espécimes, além do programa que analisa os dados obtidos na leitura do
cromatégrafo. A metodologia de identificacdo consiste em cultivar
0o microrganismo alvo, extrair os acidos graxos, aplicar a amostra e
aguardar os resultados que saem em forma de graficos e tabelas com
a indicacao da espécie e indice de similaridade. Para os casos em que nao
ha na base de dados informacdes suficientes para reconhecer o organismo
que se deseja identificar, o sistema indica os taxa mais provaveis e
seus respectivos valores de similaridade, além do perfil encontrado na
amostra. A identificacdo de bactérias com este sistema pode constituir
rotina na diagnose molecular de doencas de plantas, além de ser mais
uma ferramenta de trabalho para a pesquisa que envolve a taxonomia de
fitopatégenos. A desvantagem é que esse sistema é caro e existe
em poucos laboratérios no Brasil. Contudo, apresenta vantagens
para trabalhos taxon6micos pois j& possui uma extensa biblioteca e
um programa de analise de dados, mesmo havendo limitagdes devido a
baixarepetibilidade de resultados para usudrios iniciantes e paraisolados
desconhecidos de sua base de dados. Este sistema tem sido usado com
sucesso para a identificacdo de Xanthomonas spp. e Pseudomonas spp.
(YANG et al., 1993, JANSEN et al., 1996).

8. Perfil Isoenzimatico por Eletroforese, Perfil Indireto
de Enzimas e Analise Soroldgica

Toda proteina é codificada por um gene correspondente. Ao
considerar as pequenas variacoes no genoma de espécies de um
mesmo género, a auséncia de uma determinada proteina em uma espécie
dada por uma pequena alteracdo no alelo do gene responsavel por
sua codificacdo pode ser considerada uma caracteristica taxonémica
fenotipica, a exemplo dos padrdoes de ranhuras na parte posterior de
fémeas de fitonematdides. Ao reunir informacdes da presenca ou
auséncia de proteinas denominadas isoenzimas em numero suficiente
para separar as varias espécies dentro de um género e espécimes de
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uma espécie, ou ainda, racas dentro da espécie, o pesquisador podera
auxiliar-se deste recurso para a diagnose de uma determinada doenca.
O perfil de isoenzimas é uma técnica que apdés sua implementacao e
padronizacdo apresenta utilizacao simples, eficaz e de baixo custo, sendo
seu emprego direcionado aos patdgenos cuja informacao de perfis de
isoenzimas estd bem caracterizada.

No caso de analise do perfil indireto de enzimas, inicialmente
os espécimes em cultura pura sao cultivados em meios que contém
fontes distintas de carbono, nitrogénio, lipideos, aminoacidos e outras
substancias. Estes testes sao realizados em tubos de ensaio fornecendo
separadamente cada substadncia que se deseja avaliar quanto
a utilizacdo ou nadao pelo microrganismo alvo. Frequentemente, estes
testes sdo empregados nadiagnose de doencas causadas por bactérias.
Atualmente, sistemas automatizados tém sido muito utilizados para
facilitar parte deste trabalho, ndao dispensando, no entanto, a inclusao
de provas bioquimicas em alguns dos testes necessdrios em cada
género. No caso de nao dispor de sistema automatizado, o pesquisador
deve realizar uma anélise numérica de uma grande quantidade de dados
utilizando-se para tanto um programa de computador apropriado. O
sistema de andlise de perfil de uso de fontes de carbono BIOLOG®
(JONES et al., 1993) tem este objetivo e consiste em avaliar a existéncia
e producao de enzimas capazes de converter substratos diversos de fontes
de carbono presentes numa microplaca contendo um corante indicador.
Com os resultados de positivo ou negativo para cada fonte de carbono,
o sistema permite por meio de anélise de agrupamento perfazer uma
taxonomia numérica (Fig. 7) e indicar a espécie presente. Devido ao aumento
da complexidade do trabalho taxonémico a partir de provas bioquimicas
necessarias, outro sistema possivel de uso automatizado ou manual
denominado API® System (BioMérieux, Franca) (Analytical Profile Index) tem
sido utilizado em taxonomia de fitobactérias, a exemplo de Serratia spp.
(RASCOE, et al., 2003) e Erwinia spp. (SHUERGER; BATZER, 1993).

Jé a andlise soroldgica para a deteccdo de patégenos conhecidos é uma
técnica muito Util na diagnose de doenca de plantas devido ao baixo custo e
facilidade de execucao. A técnica consiste na extracdo de proteinas do
agente causal da doenca, a partir da planta com sintomas de doenca
causada por virus, fungos ou bactérias ou mesmo a partir de cultura pura de
bactérias ou fungos, e anélise deste material mediante a técnica conhecida
como Elisa (Enzyme linked immunosorbent assay) (CLARK; ADAMS, 1977).
Em seguida, anticorpos especificos conjugados com a enzima catalizadora
do teste devem ser adicionados a amostra alvo, conjuntamente com um
substrato para reacdo colorimétrica, por exemplo, p-nitrofenilfosfato. O
resultado é lido com um sensor colorimétrico denominado espectrofotémetro
em comprimentos de onda especificos para cada enzima.
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Fig. 7. Andlise do perfil de utilizacdo de fontes de carbono por bactérias fitopatogénicas:
a) coldnias de bactéria em meio Biolog; b) suspensao de bactérias em tubos; c) microplacas
em fase de semeio da suspensado de bactérias; d) camara BOD para cultivo de bactéria;
e) equipamento leitor de placas de Elisa; f) microplacas com resultados positivos (pocos
roxos) e negativos (pocos claros); g) tabela com resultados da porcentagem de isolados
da espécie com resultado positivo para a fonte de carbono.

9. Conclusoes

Para a tomada de decisdo quanto as acdes a serem realizadas visando ao
controle ou manejo integrado de doencas numa planta ou numa populacao
de plantas, sejam cultivadas ou daninhas, é fundamental ter a diagnose

333
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corretada doencacom aidentificacdo precisa do agente causal. Tecnologias
modernas que associam uma abordagem multiplacomo as técnicas de avaliacao
do perfil genotipico e fenotipico de agentes bidticos causadores de doengas em
plantas sdao ferramentas fundamentais para uma diagnose eficaz. A partir
do desenvolvimento da biologia molecular, concomitantemente com
a ciéncia da Computacado, da Microbiologia e da Fitopatologia, tornou-
se possivel avaliar um maior nUmero de caracteristicas dos fitopatégenos,
tanto do genoma ou mesmo de plasmideos no caso de bactérias, utilizando-
se hibridizacdo com sondas, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), marcadores AFLP, RAPD, ARDRA, PCR (Polymerase Chain
Reaction) e PCR quantitativa (POOLER et al., 1995). Adicionalmente, as
técnicas que empregam sistemas automatizados ou ndo para avaliar o perfil
de acidos graxos da parede celular (FAME), o perfil de utilizagdo de fontes
de carbono (p. ex. BIOLOG) e o perfil de proteinas reinem em suas
bibliotecas respostas dos isolados tipos e de uma ampla gama de espécimes
de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Para os nematdides, o
perfil de isoenzimas e a morfologia sdao as técnicas predominantes para
a diagnose, com uma crescente tendéncia ao uso de marcadores moleculares,
fundamentadas em seqUléncias de DNA. Este aumento do conhecimento
das caracteristicas genotipicas e fenotipicas de fitopatégenos associadas as
especificidades dos mesmos quanto aos hospedeiros e ao clima permitiu
classifica-los em taxa que representam com grande fidelidade as divisdes
naturais, resultando num sistema nomenclatural estavel. Atualmente, no Brasil
a diagnose de rotina em laboratérios de fitopatologia e patologia florestal
emprega técnicas tradicionais de isolamento direto, cultivo quando necessario
e analise microscépica e morfometria em microscépios de luz comum. Tais
abordagens apresentam resolucdao em nivel de espécie e tém tido éxito em
orientar medidas de controle de doencas, pois estas medidas apresentam
amplo espectro de acdo. Mesmo que este diagndstico resulte na identificacao
correta do patégeno até ao nivel de género, podera haver éxito no controle da
doenca causada por este, na propriedade. No entanto, para efeito de adocao
de sistemas de manejo integrado dentro do conceito de desenvolvimento
sustentavel e para a perpetuacdo de um necessario e rigoroso sistema de
seguranca bioldgica no Brasil, a taxonomia molecular deve se consolidar como
ferramenta Util para suportar decisGes precisas e seguras.
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