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Resumo - A associacao de fitopatégenos com sementes tem sido responsavel por da-
nos dos mais significativos em cultivos de interesse humano, causando prejuizos tanto
para produtores de sementes como para produtores e consumidores de graos, além dos
efeitos danosos a todo sistema produtivo. O diagnéstico preciso de patégenos, quando
ainda estdao em sementes e/ ou materiais de propagacao vegetal, ¢ uma das mais impor-
tantes estratégias de manejo de doengas, ja que previne sua entrada no campo. A difi-
culdade de distin¢do entre algumas espécies e outras formas de variacao dos agentes
patogénicos, aliada as circunstancias de alta pressao de anélises de amostras em deter-
minadas épocas do ano, obriga o uso de métodos de deteccao mais sensiveis, rapidos,
simples e acurados. Para enfrentar esses desafios, as técnicas moleculares, em conjunto
com métodos biolégicos, surgem como importantes ferramentas, que, uma vez desen-

volvidas e ajustadas, podem atender, satisfatoriamente, aos sistemas envolvidos nesse

tipo de demanda.
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INTRODUCAO

A deteccao de patégenos em sementes
e outros materiais de propagacdo vegetal
¢ uma das mais importantes etapas no sis-
tema de producdo agricola e torna-se cada
vez mais imprescindivel pelos reflexos que
produz em termos de garantia de produ-
¢oes e sustentabilidade dessas atividades,

principalmente em paises, cuja economia
e demanda social dependem, em grande
parte, do setor agropecudrio.

Por ser a semente um insumo bdsico
para a producdo da maioria das espécies
vegetais de interesse humano, é a sua
qualidade um aspecto que exige, por parte
dos sistemas de certificagdo de qualidade,

maior atencdo e um extremo cuidado, por
parte dos 6rgdos controladores desses
insumos.

A qualidade sanitdria das sementes &,
atualmente, o aspecto que mais tem me-
recido ateng@o nos sistemas produtivos
e no comércio agricola, considerando-se
os reflexos negativos que a associagdo de
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patégenos com sementes pode determinar
sob diversos angulos.

O grande ndmero de patégenos, aliado
a alta variabilidade e semelhancgas morfo-
l6gicas entre espécies, que se associam as
sementes de modo geral € fator complica-
dor para a detecgdo ¢ identificagdo correta
desses agentes em andlises de rotina. Dessa
forma, percebe-se que métodos de deteccio
e de identificac¢do de patdogenos, com base
em aspectos morfolégicos ou outros que
sdo influenciados facilmente por fatores
ambientais, ndo atendem as necessidades
dos sistemas de controle de qualidade em
nivel de rotina. Soma-se a estas dificulda-
des o fato de que o atendimento a demanda
de um grande volume de andlises, em cur-
tos periodos, faz com que o uso de alguns
testes de sanidade cause maiores proble-
mas de natureza logistica aos produtores
e usudrios de sementes em geral.

Dentre as estratégias que podem ser
langadas para a deteccdo e identificacdo
mais rapida e precisa de determinados
patégenos, com grandes semelhancas mor-
fologicas ou que apresentam dificuldades
de desenvolvimento nos testes biologicos
ja conhecidos, estd o uso de técnicas
moleculares. Por este método, a analise
€ mais rapida e acurada. O rdpido avango
das pesquisas nesse campo ja tem disponi-
bilizado um bom nimero de métodos para
alguns patégenos que sdo transmitidos ou
transportados pelas sementes de espécies
hospedeiras.

Neste artigo, o foco estd voltado para os
principais métodos moleculares existentes
para a detec¢@o de patégenos dos diferentes
grupos taxondmicos, com énfase em fun-
gos, bactérias e virus. Para mais detalhes
sobre métodos de deteccdo de patdgenos
em sementes, sob a égide dos Programas
de Certificagdo no Brasil, recomenda-se
consultar o Manual de Andlise Sanitdria
de Sementes (BRASIL, 2009).

DETECCAO MOLECULAR DE
FUNGOS EM SEMENTES

Os critérios utilizados para a deteccao
de fungos em sementes seguem, de modo
geral, as mesmas regras adotadas pela In-

ternational Seed Testing Association (Ista)
€, em sua maioria, consistem em estimular
0s microrganismos a produzirem estrutu-
ras, ou alguns metabdlitos, que permitam
a sua identificagdo.

Os métodos utilizados na deteccdo de
fungos em sementes baseiam-se em dife-
rentes aspectos, que variam desde andlise
visual da amostra e da fracdo impura, exa-
me microscopico da suspensdo proveniente
dalavagem de sementes, exame de embri-
oes, método do rolo de papel, incubagdo em
meios de cultura padronizados ou meios
semisseletivos e incubagc@o em substrato
de papel de filtro (blotter test).

Esses métodos, apesar de padronizados
e usados em testes de rotina, apresentam
limitagdes, quando existe a necessidade da
diagnose em nivel de algumas espécies,
subespécies, variedades e ragcas. Um bom
exemplo ¢ a dificuldade de distin¢ao entre
os agentes da antracnose (Colletotrichum
gossypii) e ramulose (Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides) do algo-
doeiro. Embora sejam relatadas diferencas
entre os dois agentes na literatura, na pra-
tica, muitas vezes, ndo € possivel discernir
com clareza quais os patégenos associados
as sementes, ja que existe grande variabi-
lidade até mesmo entre os isolados desses
fungos.

Somam-se a essa dificuldade outras,
como a demora na obtencdo de resultados
para alguns patossistemas e a dificuldade
de distin¢do, quando outros organismos,
também associados as sementes, apresen-
tam maior potencial de competi¢@o. Aiden-
tificagdo correta das espécies do complexo
Stenocarpella, causadoras da podridao do
colmo e da espiga do milho, por exemplo,
86 é possivel com a formagao dos picnidios
e esporos que os identificam. Para isso, ¢
necessdria a incubagao das sementes por 15
dias. Durante esse tempo, 0 aparecimento
de outros organismos pode comprometer a
correta identificacdo daquelas espécies.

Em relacdo a outros patossistemas, ind-
meras dificuldades ainda constituem desafio
para as pesquisas em patologia de sementes.
Muitas espécies de fungos proximamente
relacionadas encontram similaridade entre
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suas caracteristicas morfoldgicas, dificul-
tando a identificagdo precisa, como € o caso
de espécies de Phomopsis em sementes de
soja, Drechslera em sementes de arroz e
trigo e Fusarium em sementes de feijdo e
algodao.

A correta diagnose dos patdgenos &,
portanto, uma das ferramentas bdsicas
no controle de doengas transmitidas por
sementes. Diferentes trabalhos de pesqui-
sa t€m sido desenvolvidos, investigando
metodologias que auxiliem na correta
detecgdo, na identificagdo e até na quanti-
ficagdo de patogenos utilizando diferentes
métodos, combinados entre si ou nao.

A Biologia Molecular veio ao encontro
dos interesses da fitopatologia, disponi-
bilizando ferramentas que auxiliam na
diagnose e identificacdo de patogenos que
apresentam dificuldades por métodos tradi-
cionais. Essas técnicas, por meio das dife-
rencas existentes entre sequéncias do dcido
desoxirribonucleico (DNA), permitiram o
avanco no conhecimento de genomas de
espécies, subespécies e até racas diferentes
com alto grau de especificidade.

Inicialmente, os trabalhos de diagnose
de fungos em sementes consistiam no iso-
lamento dos fungos dessas sementes e a sua
deteccdo erarealizada em meios de cultura,
ja que uma das maiores dificuldades para a
deteccdo nas sementes seria a presenga de
inibidores. Muitas espécies podem conter
naturalmente em suas sementes substancias
como taninos, componentes fendlicos e
carboidratos capazes de inibir ou influen-
ciar a atuac@o da enzima Taq polimerase
utilizada na reacdo em cadeia da polime-
rase — polymerase chain reaction (PCR).
Nesse caso, ha reducao da sensibilidade,
dificultando as amplifica¢des das regides
estudadas e gerando resultado falso-nega-
tivo, quando a extragdo ¢ feita diretamente
de sementes maceradas. Para reduzir esse
efeito sdo recomendadas etapas adicionais
para a extragdo de DNA e purificacdo. Sdo
utilizadas substancias como cloroférmio e
fenol para a precipitacdo de alguns desses
inibidores, ou o uso de kits comerciais, que
t€m-se mostrado como um grande facili-
tador da técnica, ja que agiliza o processo
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de automacio para a extracdo de DNA e
minimiza a a¢do dos inibidores.

Apesar das dificuldades apresentadas,
diversos trabalhos tém sido desenvolvidos
para a detecgdo de fungos diretamente nas
sementes. No Quadro 1 estdo listados al-
guns trabalhos de publicacio recente.

Nos dltimos 30 anos, o avango em
estudos de gendmica e bioinformadtica tem
revolucionado e aproximado ainda mais o
desenvolvimento de tecnologias de diag-
nose em suporte aos métodos classicos,
tornando a deteccdo de patégeno mais
rdpida, acurada e sensivel. O foco dessas
técnicas baseia-se no estudo de regides do
genoma dos patdgenos, a fim de identificar
sequéncias especificas no DNA. Os marca-
dores moleculares como random amplifed
polymorphic (RAPDs), restriction fragment
length polymorphisms (RFLPs), amplifed
fragment length polymorphisms (AFLP),
microssatélites, dentre outros, tém sido
largamente usados em estudos de diferen-
ciac@o de patégenos.

Da mesma forma, sequéncias ja conhe-
cidas, como por exemplo genes do DNA
ribossomal (rDNA), que sdo facilmente
obtidos do genoma de fungos, t€ém sido
avaliadas. Os rDNAs codificam os RNAs
ribossomais (rRNAs) e sao relativamente
conservados entre os fungos, além de
aparecerem repetidos centenas de vezes
no genoma fingico. Estdo incluidas as
por¢des 18S, 5.8S e 28S, separadas por
regides espacadoras conhecidas como
internal transcribed spacer region (ITS)
(Fig. 1). Apesar de essas regides ndo se-
rem traduzidas em proteinas, possuem um
papel importante no desenvolvimento das
funcdes do mRNA, com sequéncias que
variam entre espécies, demonstrando ser
promissoras para a construgdo de primers
(pequenas sondas de oligonucleotideos)
especificos.

Os estudos de filogenia também com-
plementam os de variabilidade, além da
possibilidade de identificagdo da origem de
isolados e andlise de divergéncia genética
entre grupos. Nesse estudo, além das regi-
oes ITS e intergenic spacer region (IGS),

genes que codificam para histonas, fator de
elongacio - elongation factor (EF) e beta
tubulina, genes ligados a patogenicidade
ou a producido de toxinas também tém sido
estudados e podem ser bons candidatos
para a construcdo de primers.

Para a deteccao de fungos, especifi-
camente em sementes, € necessdrio que,
independente do método adotado, o par
de primers seja testado quanto a especi-
ficidade e otimizado para o maximo de
sensibilidade, tanto para a coldnia pura
de fungos, como em associa¢do com se-
mentes, uma vez que a sensibilidade entre
um e outro pode variar. Dombrowski et al.
(2006) avaliaram a concentragdo necessa-
ria para a detec¢do de Neotyphodium sp.,

em cultura pura e na cultura associada a
semente de azevém, e concluiram que a
quantidade necessaria para detectar o fun-
g0, quando ele estd associado as sementes,
¢é dez vezes maior do que quando estd em
cultura pura.

A partir de sequéncias conhecidas é
possivel a amplificacdo dos fragmentos
por meio da técnica PCR. Para a deteccio
de patégenos associados as sementes, 0s
fatores ja descritos anteriormente devem
ser ponderados, de modo que evitem a in-
terferéncia de inibidores que podem gerar
resultados erroneos. Para a patologia de
sementes, a técnica de PCR, associada a

outras, tem sido utilizada com sucesso para

QUADRO 1 - Exemplos de trabalhos publicados com detecgdo molecular de patégenos

diretamente nas sementes

Pat6geno/Hospedeiro

Fonte

Fusarium circinatum (pinus)
Septoria tritici (trigo)
Pyrenophora graminea (cevada)
Stenocarpella sp. (milho)
Botrytis spp. (cebola)
Rhynchosporium secalis (cevada)
Plasmopara hastedii (girassol)

Fusarium oxysporum f. sp. basilici (man-
jericao)

Neotyphodium (centeio)
Magnaporthe grisea (arroz)

Diaporthe phaseolorum var. meridionalis
(soja)

Toss et al. (2009)

Consolo et al. (2009)

Justesen, Hansen e Pinnschmidt, (2008)
Barrocas (2008)

Chilvers et al. (2007)

Rios, Fernandez e Carmona (2007)

Ioos et al. (2007)

Pasquali et al. (2006)

Dombrowski et al. (2006)
Chadha e Gopalakrishna (2006)
Vechiato, Maringoni e Martins (2006)

ITS5 ITS1
- =)
Nuclear small 588 Nuclear large rDNA
58 ITS1 ’ ITS2
1GS rDNA - 18S rDNA 28S 1GS
<4 4
ITS2 ITS4
Intergenic
spacer region Internal
transcribed
spacer region

Figura 1 - Esquema representativo do DNA ribossomal (rDNA) mostrando a localizagéo
de primers padrées utilizados na PCR

NOTA: PCR - Polymerase chain reaction.
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o diagndstico de espécies que apresentam
dificil distincdo por meio de marcadores
morfolégicos, fungos com reduzida espo-
rulacdo, que produzem micélio estéril e
os suprimidos por fungos de crescimento
mais rdpido, além de estimar o potencial
toxicoldgico dos fungos em sementes.

Apesar da grande sensibilidade da
técnica de PCR convencional, os traba-
lhos envolvendo a diagnose de patégenos
associados as sementes encontram obs-
taculos, quando estdo com baixos niveis
de infestacdo/infeccdo. Para contornar o
problema utiliza-se a Bio-PCR, que tem
o objetivo de enriquecer a biomassa do
fungo na semente, para aumentar a sensi-
bilidade da técnica e absor¢ao ou diluicao
de componentes inibidores durante o pe-
riodo de incubag@o. A Bio-PCR envolve
uma etapa de incubagdo das sementes,
em condi¢des de alta umidade relativa,
por periodos que podem variar de cinco
a sete dias ou mais, dependendo do or-
ganismo-alvo. Apesar do acréscimo de
mais uma etapa ao processo, para muitos
fungos torna-se indispensdvel para uma
diagnose confiavel. Para o diagnéstico de
Magnaporthe grisea em sementes de arroz
infestadas, € necessdria a sua incubagdo
em meio batata dextrose dgar (BDA),
por 48 horas, a 25°C, sob agitacio cons-
tante (CHADHA; GOPALAKRISHNA,
2006). Vechiato, Maringoni e Martins
(2006) utilizaram o tempo de sete dias
de incubagdo prévia para a deteccdo de
Diaporthe phaseolorum var. meridionalis
em sementes de soja.

A Bio-PCR possui vantagens sobre a
PCR convencional, incluindo o aumento
de sensibilidade e a detec¢do somente de
células vidveis, mas possui desvantagens,
como o aumento do tempo para diagnose
e a necessidade de determinag@o do tem-
po de enriquecimento. O longo tempo de
incubac@o pode permitir o crescimento
de organismos saprofitas, que podem
interferir na detec¢do do organismo-alvo
(DOMBROWSKI et al., 2006).

E importante ainda salientar que a PCR

convencional indica somente presenca
ou auséncia do patégeno, o que pode ser
um fator limitante para a patologia de
sementes, quando existe a necessidade de
determinar a incidéncia do patégeno no
lote. Por outro lado, para patdgenos como
Sclerotinia sclerotiorum, cujo indice de
tolerdncia em sementes € zero, o teste pode
ser recomendado. Para outros patossiste-
mas, o uso de PCR convencional pode fun-
cionar como um primeiro screening para
informar se o lote esta infectado ou no,
permitindo rapidamente a comercializagdo
dos lotes sadios. Para os lotes considerados
infectados, outras técnicas complementares
podem indicar a incidéncia do patégeno.

Mesmo com a utilizacdo da PCR con-
vencional, a sensibilidade da técnica ainda
permite detectar lotes com baixos niveis
de infec¢do, conforme pode ser observado
na Figura 2.

A introducdio da PCR em tempo real
facilitou o desenvolvimento de trabalhos
de quantificagdo dos organismos-alvo de
deteccdo. Durante o desenvolvimento do
método, é medido o acimulo dos produtos
da PCR, o que permite sua quantificagéo.
Quando comparado com a PCR conven-
cional, apresenta vantagens como maior
rapidez, reducdo do risco de contaminacdes
cruzadas, eliminagdo da eletroforese para
determinar os resultados da PCR, quantifi-
cacdo do patégeno, mesmo em baixissimas
quantidades, o que em patologia de semen-
tes torna-se de grande valia, uma vez que
determina o nivel de infec¢do de um lote de
sementes. Alguns trabalhos conseguem a
quantificacao de até¢ um esporo por semente

contaminada (CHILVERS et al., 2007).
Essas vantagens podem ser promissoras
para a deteccdo de patégenos, eliminando
muitas barreiras para a sua detec¢do em
sementes.

Normalmente, as técnicas de andlise
molecular para fungos sio desenvolvidas,
utilizando culturas puras para identificar
espécies ou gendtipos dentro de popula-
¢oes. Para patologia de sementes, a utili-
zacdo de quaisquer técnicas moleculares
tem sua aplicag@o pratica em um sistema
de analises em escala, se houver o seu
desenvolvimento para a detec¢do direta na
semente, ja que pouco se ganha em termos
de diagnose, quando existe a necessidade
de isolamento do patégeno em cultura pura
para posterior detec¢do.

Muitos desafios ainda existem para a
deteccdo de fungos em sementes. Neste
sentido, percebe-se que o uso das ferra-
mentas moleculares representa um grande
avango e pode contribuir de maneira mais
precisa e rapida para a diagnose preventiva
desses e de outros microrganismos pato-
génicos, em associagdo com sementes de
plantas cultivadas. Dessa forma, o controle
de importantes doengas pode ser alcangado
com sucesso por meio do manejo sanitario
preventivo, em que o uso de sementes
sadias ou tratadas ¢ uma alternativa eficaz
e de custo relativamente baixo.

DETECCAO MOLECULAR DE
BACTERIAS EM SEMENTES

A associac@o com as sementes de seus
hospedeiros ¢ um dos mecanismos de

Figura 2 - Amplificacdo do DNA genémico de Stenocarpella maydis em diferentes niveis

de infeccdo em sementes de milho

FONTE: Barrocas (2008).

NOTA: Linha M= 100-bp DNA ladder; 1-2=100%; 3-4=20%; 5-6= 10%; 7-8=2%;

9-10=1%; 11-12=0%.

M — Marcador de peso molecular; bp — Pares de base.

Informe Agropecudrio, Belo Horizonte, v.30, n.253, p.24-32, nov./dez. 2009




28

Biotecnologia

sobrevivéncia desenvolvido pelas fitobac-
térias e permite o seu transporte e transfe-
réncia de indculo no tempo ¢ no espacgo
(OLIVEIRA; MOURA; SOUZA, 2005).
Quando se mencionam bactérias em asso-
ciacdo com sementes, isso pode significar
tanto a bactéria infectando a semente alo-
jada em seus tecidos como, simplesmente,
infestando-a, isto €, a bactéria aderida na
semente, sem causar infecgdo.

Com o avango da biotecnologia, varias
técnicas moleculares tém sido utilizadas
em procedimentos de detec¢do, com o
intuito de rapidamente diagnosticar e
caracterizar o patogeno. Tais técnicas
baseiam-se em métodos sorologicos, na
amplificacdo de uma parte especifica do
DNA do genoma da bactéria de interesse,
no desenvolvimento de sondas fluorescen-
tes e na citometria de fluxo.

Varios métodos sorologicos sdo usados
para identificar e detectar bactérias fito-
patogénicas em sementes, desde os mais
simples, como aglutina¢ao em laminas, até
0s mais complexos, como enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) e imuno-
fluorescéncia (IF).

Trujillo e Saettler (1979) compararam
aandlise combinada de meio semisseletivo
e teste de dupla difusdo com o teste de
patogenicidade padrdo. De 175 amostras
testadas, 61 apresentaram reagdes positivas
pelo teste padrdo e 90, pelo teste de dupla
difus@o e meio semisseletivo.

O teste ELISA baseia-se na ocorrén-
cia do complexo antigeno-anticorpo, por
meio do desenvolvimento enzimatico
rapido de um produto colorido distinto.
O teste foi utilizado com sucesso na
deteccdo de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli em sementes de feijdo, X.
campestris pv. campestris em folhas de
repolho e Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus em tubérculos de batata.

Na imunofluorescéncia, o anticorpo ¢é
conjugado com uma sonda fluorescente,
geralmente isotiocianato de fluoresceina —

8UFC - Unidade formadora de colénia.

fluorescein isothiocynate (FITC), a qual
pode ser visualizada em laminas, em mi-
croscopio de fluorescéncia, devidamente
equipado e apropriado. Células de X.
axonopodis pv. phaseoli e X. axonopodis
pv. malvacearum foram identificadas por
esta técnica em sementes de feijdo e algo-
ddo. O sucesso desse método, bem como
o teste ELISA, depende da especificidade
dos anticorpos, que devem ser testados
antes de serem usados e que, preferen-
cialmente, ndo ocorram reacdes cruzadas
com outras bactérias presentes na amos-
tra. A sensibilidade do método permite a
detecgdo de 10° UFC/mL e oferece ainda
a possibilidade de estudar a morfologia
das células em combinagdo com reagdes
sorologicas®.

A amplificacdo de uma parte especifica
do DNA do genoma da bactéria de interesse
por meio da PCR, utilizando primers es-
pecificos, caracteriza-se como um método
rapido, sensivel, preciso e especifico de
detec¢do e identifica¢do de bactérias fito-
patogénicas, mesmo quando presentes em
pequenas quantidades e associadas a alta
populagdo saprofitica. Outros métodos
derivados da técnica, como a Bio-PCR
desenvolvida por Schaad et al. (1995), que
consiste na andlise das colonias bacterianas
primeiramente obtidas em meio seletivo,
sdo utilizados com sucesso na deteccdo.

Como vantagem, a técnica de Bio-
PCR permite a identificagdo mais rapida
das colonias suspeitas, obtidas nos meios
seletivos, do que quando se utilizam os
testes bioquimicos ou a inoculacdo em
planta hospedeira. Em relacdo a PCR
convencional, as vantagens sdo as mesmas
mencionadas no tépico anterior.

Como desvantagem, as técnicas sorolo-
gicas e de PCR nao fornecem informagdes
sobre a viabilidade dos patogenos, exceto
a Bio-PCR, quando amostras naturais sao
usadas; também ndo permitem a detec¢ao
de bactérias diretamente nos extratos de
sementes, por causa da presenca de subs-
tancias inibidoras da reagdo, e nio sao
quantitativas.

Recentemente, o uso de sondas fluores-
centes ¢ em combinagdo com o citdmetro
de fluxo surgiu como método rapido,
preciso e sensivel para detectar e avaliar a
viabilidade de microrganismos.

Sonda fluorescente ¢ um fluorocromo
capaz de localizar uma regido especifica
em uma amostra bioldgica ou de responder
aum estimulo especifico. Essas sondas tém
a habilidade de explorar diferentes pro-
priedades da célula, tais como: atividade
enzimatica, permeabilidade da membrana
citoplasmatica, potencial da membrana
citoplasmatica, atividade respiratoria,
contetdo relativo de DNA e gradiente de
pH. Existe um grande nimero de sondas
fluorescentes que podem ser utilizadas
para detectar e avaliar a viabilidade de
microrganismos. As mais utilizadas estao
descritas no Quadro 2.

O sucesso da técnica na avaliagdo da
viabilidade e deteccdo de Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis, X.
campestris pv. campestris e X. axonopodis
pv. phaseoli foi relatado por Chitarra et al.
(2006) e Tebaldi (2005) em sementes de
tomate, brassicas e feijao.

Embora seja uma técnica relativamente
nova, o uso de sondas fluorescentes, em
combinacdo com o citometro de fluxo,
apresenta grande potencial. Deve ser ex-
plorado na fitopatologia, particularmente
na bacteriologia, em que os métodos de
detecgdo e avaliagdo da viabilidade apre-
sentam limitagdes, pois a técnica permite
obter informagdes quantitativas sobre o
numero total de células presentes na amos-
tra, bem como a porcentagem de células
viaveis, em milhares de células analisadas
num curto periodo.

Diversas s@o as técnicas disponiveis
para a deteccdo de bactérias em sementes,
ficando a critério de cada laboratorio a
escolha da mais adequada ao patossistema
analisado e as condigdes disponiveis para
a execugdo dos trabalhos. Ressalta-se que,
em muitos casos, ¢ necessaria a aplicacao
de mais de uma técnica para alcangar um
diagndstico preciso.
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QUADRO 2 - Sondas fluorescentes mais usadas em combinagdo com o citometro de
fluxo para detectar e avaliar a viabilidade de microrganismos

Atividade Potencial de P . .
enzimatica membrana Acido nucleico Imunorreagente
FDA Rh 123 PI FITC
cFDA BOX DAPI
cF DiBAC,(3) Sytox Green
cFSE EB
Calcein AM Syto 9
ChemChrome B
BCECF-AM
DIOC,(3)

FONTE: Tebaldi (2005).

NOTA: FDA - fluorescein diacetate; cFDA - 5-(and 6-) carboxyfluorescein diacetate;
cF - carboxyfluorescein; cFSE - 5-(and 6-)-carboxyfluorescein succinimidyl
ester; Calcein AM - calcein acetoxy methyl ester; BCECF-AM - 2’,7’-bis-(2-
carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein acetoxymethyl ester; DiOC,(3) - 3,3™-
dihexyloxacarbocyanine iodide; Rh 123 - rhodamine 123; BOX - bisoxonol;
DiBAC,(3) - bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol; PI - propidium
iodide; DAPI - 4’,6-diamidino-2-phenylindole; EB - ethidium bromide; FITC -

fluorescein isothiocyanate.

D’ETECQAO MOLECULAR DE
VIRUS EM SEMENTES

Ao contrario de outras doengas causa-
das por patégenos como fungos, bactérias
e nematoides, as viroses sao de mais dificil
controle, por ndo existir um produto quimi-
co capaz de interromper ou mesmo impedir
o desenvolvimento da doencga na planta.
Assim, as medidas de controle devem ser
de carater preventivo, visando impedir ou
retardar o maximo possivel a chegada do
virus na planta. Nesse contexto, o uso de
unidades propagativas, constituidas por
sementes verdadeiras ou partes da planta,
como bulbos, borbulhas, tubérculos e ou-
tros, comprovadamente livres de virus, € de
grande importincia e representa o principio
basico que deve ser observado para evitar
uma epidemia no campo.

A determinacdo da sanidade das unida-
des propagativas requer o uso de técnicas
de diagnose sensivelis, eficientes e de alta
repetibilidade, que ndo oferecam margens
as duvidas, pois o descarte de um lote de
sementes tem vdrias implicacdes economi-
cas e sociais, onde o produtor € o principal

alvo, de modo que uma decisdo equivocada
pode trazer consequéncias desastrosas para
todo o sistema de defesa fitossanitdria
envolvido.

Quando comparadas as outras unida-
des propagativas, a deteccdo de virus nas
sementes verdadeiras € bem mais dificil,
por uma série de motivos. O primeiro
deles estd relacionado com a concentragdo
de particulas virais nas sementes, que &
geralmente baixa, exigindo o emprego de
métodos de alta sensibilidade. A escassez
de particulas, aliada ao seu tamanho, torna
a sua visualizag¢do direta a0 microscépio
eletronico praticamente impossivel. Além
disso, os virus nem sempre induzem sin-
tomas visiveis a olho nu nas sementes e,
quando esses sintomas estao presentes, na
maioria das vezes ndo estdo correlaciona-
dos com a sua transmissdo. Finalmente,
a porcentagem de transmissdo dos virus
pelas sementes €, de modo geral, baixa
e bastante varidvel, pois diversos fatores
podem influenciar na propor¢ao de semen-
tes infectadas produzidas por uma planta
doente, como o virus, a estirpe e a propria
planta hospedeira.
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Desse modo, a escolha do método a
ser empregado para diagnose dos virus
em sementes depende de uma série de
eventos, como o nimero de amostras a ser
analisado, o tipo de virus e a sua provavel
concentracio nas sementes e a infraes-
trutura do laboratério que ird processar
as andlises. Até os anos 80, as opcdes de
escolha eram bastante limitadas, e tinham
como método mais sofisticado o sorologico
ELISA que foi desenvolvido por Clark e
Adams (1977), na sua primeira versao
double antibody sandwish (DAS). Apesar
de ser um método bastante sensivel e de
facil aplicabilidade, possui como limita-
¢do o fato de ndo poder ser aplicado para
discriminar estirpes virais estreitamente
relacionadas nem para viroides, uma vez
que esses ndo possuem capa proteica para
atuar como antigeno.

Com a evolugdo das técnicas de mani-
pulacdo e estudo de acidos nucleicos, na
Biologia Molecular, surgiu a técnica de
hibridizacdo com cDNA e, pouco tempo
depois, a de PCR e reverse transcription-
PCR (RT-PCR), para virus, cujo acido
nucleico € o acido ribonucleico (RNA).

Hibridizacéo com acido
nucleico complementar

A hibridizacdo com cDNA foi desen-
volvida pela necessidade de encontrar uma
técnica eficiente para a detec¢do do Potato
spindle tuber viroid. Pouco depois, tornou-
se popular também para a deteccao de di-
versos virus em plantas, sendo empregada
tanto para virus de DNA, com fita simples
ou dupla, como para virus de RNA.

Seu processamento baseia-se na fixa-
¢do do 4cido nucleico, extraido da planta
ou da parte da planta que se quer analisar,
em um suporte s6lido, geralmente uma
membrana de nailon ou de nitrocelulose,
colocando-a em contato com a sonda que
contém a sequéncia de bases complemen-
tares a um segmento gendmico especifico,
que caracteriza o patdgeno que se quer
identificar. O Ginico problema é que essa
reacdo de hibridizacdo nao pode ser iden-
tificada, se ndo houver a incorporagdo de
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um agente marcador na sonda empregada.
Embora sondas de cRNA e de cDNA pos-
sam ser empregadas, as de cDNA sdo as
preferidas, porque os hibridos RNA/DNA
sd0 mais estdveis.

Os primeiros marcadores emprega-
dos foram do tipo isétopos radioativos
(fésforo radioativo — **P) ou enxofre
radioativo — ¥S), o que constitui uma
limitagdo, pois, além do perigo que uma
exposicdo constante a material radioati-
VO proporciona, poucos laboratérios sdo
equipados e licenciados para trabalhar com
radioatividade no Brasil.

O desenvolvimento de marcadores
nao radioativos, como a biotina e a digo-
xigenina, abriu novas perspectivas para
a popularizacdo dessa técnica. A maior
dificuldade foi encontrada na mao-de-
obra qualificada geralmente exigida para
a realiza¢do da técnica, e na ocorréncia
de falsos-positivos. Figueira, Domier e
Darcy (1997) conseguiram simplificar a
técnica de hibridizacdo, utilizando sondas
marcadas com biotina, diminuindo o seu
tempo de processamento e eliminando
os falso-positivos na detecgdo do Barley
yellow dwarf virus (BYDV) - PAV-IL.

A sensibilidade dessa técnica varia
com o tipo de virus que se quer identificar,
o tipo de sonda e o conjunto de enzimas
e substratos empregados. Borja e Ponz
(1992) detectaram Cherry leafroll virus em
160 pg de tecido infectado e em menos de
1 ng de RNA viral purificado, utilizando
sondas cromogeénicas, e, em 30 pg de te-
cidos e 250 pg de virus purificado, quando
utilizou sondas quimioluminescentes.
Figueira, Domier e Darcy (1997) detecta-
ram o BYDV em 12,5 a 50 ng de tecidos
infectados e 0,5 a 2 ng de virus purificado.
Maior sensibilidade foi encontrada por
Hu e Wong (1998), que detectaram 50 pg
de Cymbidium mosaic virus e 250 pg de
Odontoglossum ringspot virus, respecti-
vamente®. Mesmo constatada a sensibili-

dade, essas técnicas nao tém sido muito
empregadas para diagnose de virus em
sementes verdadeiras, sendo a sorolégica
ELISA bem mais popular e mais utilizada
em testes de rotina.

PCR e RT-PCR

Dentre as técnicas moleculares a PCR
(para virus de DNA) e a RT-PCR siao
as mais populares, pela sensibilidade,
especificidade e facilidade de realizagao
em laboratério. Desde a implementagdo
dessas técnicas, no final da década de 80,
tém sido intensivamente empregadas para
diagnose de virus e de viroides e também
para disting¢@o entre estirpes estreitamente
relacionadas. Essas técnicas baseiam-se no
uso de um par de oligonucleotideos com-
plementares a uma dada regido do genoma
viral, que sdo desenhados para gerar um
fragmento de DNA de tamanho pré-de-
terminado, com o auxilio de uma enzima
termoestdvel, como a Taqg DNA polimera-
se. Quando o virus é de RNA, a reagdo de
PCR ¢ feita com o DNA complementar ao
RNA viral (RT-PCR), obtido com o auxilio
de uma transcriptase reversa.

Diversas variacdes dessas técnicas
tém sido empregadas. Dentre elas podem
ser citadas: nested PCR, multiplex PCR,
fluorescence RT-PCR e competitive
fluorescent PCR e combinagdes com
outras técnicas como immuno capture
PCR e RFLP.

Nested PCR

Essa técnica geralmente é empregada,
quando o virus encontra-se em baixas con-
centragdes na planta ou quando inibidores
da DNA polimerase podem estar presentes
nos tecidos vegetais a serem analisados.
Nesse caso, a PCR € realizada em duas
etapas. Na primeira, geralmente empre-
gam-se oligonucleotideos degenerados
ou randomicos, para aumentar a primeira
reacdo de PCR, e, na segunda, emprega-se
uma aliquota do DNA obtido para a segun-
da amplificag@o.

Sug — Micrograma; ng — Nanograma; pg — Picograma.

Multiplex PCR

O objetivo do multiplex PCR é detectar
diferentes espécies de virus ou estirpes do
mesmo virus em uma tnica reagdo. No
caso do Potato virus Y (PVY), por exem-
plo, diversas estirpes e variantes genéticas
de uma mesma estirpe podem ocorrer
simultaneamente, de modo que o multiplex
PCR torne-se uma importante alternativa
que permita a deteccdo de mais de uma
estirpe/variante numa mesma reagao.

RT-PCR fluorescente

Nesse caso, dois oligonucleotideos
flanqueiam a sequéncia de interesse € um
terceiro oligonucleotideo com marcacao
fluorescente se anela entre eles. Quando
os dois primeiros oligonucleotideos sao
estendidos pela DNA polimerase, o terceiro
¢ liberado e a fluorescéncia ocorre. Uma
variacdo desse método é a PCR competi-
tiva, na qual se utilizam diversos pares de
oligonucleotideos com diferentes marca-
dores fluorescentes, para detectar infec¢des
multiplas, com diferentes espécies/estirpes
de virus.

IC-RT-PCR

A técnica de RT-PCR com imunocap-
tura (immunocapture-RT-PCR), para virus
de RNA, e IC-PCR, para virus de DNA,
combina a captura do virus pelo antissoro
especifico, que pode ser policlonal, com
a técnica PCR. Para isso sdo empregados
microtubos especiais, com capacidade de
adsorver as moléculas do anticorpo, da
mesma forma que ocorre nas microplacas
empregadas para o teste ELISA. Inicial-
mente ¢ feita a cobertura dos tubos com
o anticorpo especifico e depois o extrato
clarificado da planta ¢ entdo adicionado a
esse tubo, que € incubado por um periodo
apropriado, para que as particulas virais
sejam capturadas. Apos a eliminagdo do
extrato foliar e a lavagem, inicia-se a
transcricdo reversa e, em seguida, a am-
plificagdo do genoma viral, que ¢ feita no
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mesmo tubo (IC-RT-PCR). Quando o virus
tem como 4cido nucleico o DNA, ap6s a
captura das particulas, a reacdo de PCR ja
pode ser realizada (IC-PCR). Basta adicio-
nar a estes os componentes da reacdo, que
incluem os primers também especificos,
a enzima Taq DNA polimerase etc. Esses
tubos sdo apropriados para ser colocados
diretamente no termociclador para o pro-
cesso de amplificagdo. Pode-se empregar
mais de um tipo de antissoro ao mesmo
tempo, seguido da utilizacdo de mais de
um par de primers, o que possibilita a de-
teccdo de diversos virus na mesma reagao
(multiplex immunocapture RT-PCR ou
PCR). Essa técnica tem sido considerada
como bastante sensivel, além de evitar a
ocorréncia de falso-positivos.

RFLP

Trata-se também de uma combinacao
de técnicas, em que o produto da PCR ¢é
submetido a enzimas de restricdo, o que
permite detectar pequenas diferengas na
sequéncia gendmica de isolados virais
distintos, pela obtencdo de fragmentos de
DNA de diferentes tamanhos.

Microarranjos

Apesar de ndo serem muito utilizados,
0s microarranjos tém-se tornado bastante
populares. Alguns autores tém destacado
as vantagens de seu uso na diagnose de
virus (BYSTRICA et al., 2005; BOO-
NHAM; TOMLINSON; MUMFORD,
2007; ABDULLAHI; ROTT, 2009). Nessa
técnica, o RNA € extraido da planta sadia
(controle) e da doente, transcrito em cDNA
incorporando nucleotideos marcados com
fluorescéncia (Cy 3 para a planta sadia e
Cy 5 para o material em teste). O cDNA
¢ incorporado e hibridizado ao arranjo
(previamente disposto em um suporte
de vidro, membrana ou polimero). Apds
a hibridizagdo, esse suporte é lavado e
escaneado para detectar os pontos onde
ocorreu a hibridizagio.

Ovutras técnicas modernas

Com o avanco das técnicas modernas
em Biologia Molecular, ja se fala na pré-

xima geracdo de sequenciamento genético,
acoplada a metagen6mica, como uma
nova ferramenta com potencial para a
diagnose de virus (ADAMS et al., 2009).
Certamente, novas outras técnicas surgi-
rdo, em atendimento a demanda crescente
de alimentos e a necessidade de controle
gerada pela intensa circulagio de materiais
vegetais entre paises, ocasionando um
constante risco de veiculagdo e introdug¢ao
de patégenos indesejaveis.

CONSIDERACOES FINAIS

O avancgo da ciéncia tem permitido
o desenvolvimento constante de novas
técnicas ou combinagdes de técnicas que
visam a identificacdo e a caracterizagao
de patégenos em varios niveis taxonomi-
cos. Como € do conhecimento de todos, a
sanidade das sementes e das partes propa-
gativas das plantas € um fator fundamental
para evitar a disseminacao de patdgenos e a
sua introducao em dreas livres de doencas.
Portanto, a aplicacdo das técnicas molecu-
lares na Patologia de Sementes representa
um forte impulso para essa drea do conhe-
cimento e com possibilidades ilimitadas de
crescimento.
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