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Introducao

A primeira reacao de um produtor ou um técnico de campo quan-
do encontra uma degeneracdo ou ma-formacao em alguma parte da
planta é imaginar que tal alteracao foi causada por uma doenca ou
por uma praga. A interpretacao visual de um sintoma se constitui,
assim, como o modo mais simples, direto e primordial para o enten-
dimento de que algo pode estar ameacando um cultivo. No entanto,
sintomas visuais podem gerar confusao a respeito do estabeleci-
mento das possiveis causas para uma doenca, porque 0s sintomas
produzidos por diferentes causas podem ser muito parecidos.

Com o advento da Fitopatologia como Ciéncia, a tecnologia ga-
nhou importancia no estabelecimento cada vez mais preciso da as-
sociacao entre agente causal e doenca. O estabelecimento dessa
correta associacdo, bem como o conhecimento da biologia do paté-
geno, é fundamental para a tomada de decisao sobre qual estraté-
gia de controle sera eficaz para combater a doenca.
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Uma matéria foi criada para organizar toda a metodologia re-
lacionada aos esforcos para associar agente causal e doenca: a
Etiologia. Em paralelo, foi criada uma disciplina correlata, a Clinica
e diagnose de doencas de planta. Desde finais do século 19, vérias
técnicas foram sendo adaptadas para auxiliar a correta diagnose de
doencas de planta: testes de patogenicidade baseados nos postu-
lados de Koch; isolamento e andlise da morfologia do patégeno por
técnicas de microscopia; estudo de gama de hospedeiros; adocao
de meios seletivos, andlises bioquimicas (perfis de proteinas e aci-
dos graxos), técnicas sorolégicas, etc.

Nas ultimas décadas do século passado e em anos recentes,
metodologias envolvendo extracdo de acido nucleico vém sendo
continuamente adaptadas para aplicacao na diagnose de doencas
de planta. As ferramentas moleculares comumente usadas para a
identificacao de fungos fitopatogénicos se baseiam principalmen-
te na reacao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase
Chain Reaction), que sera detalhada a seguir neste capitulo. A PCR
possui vantagens em termos de simplificacdo metodoldgica, cus-
tos de implantacao relativamente reduzidos, facilidade de acesso a
insumos, rapidez, especificidade e alta sensibilidade. Associadas a
técnicas de PCR convencional, é possivel desenvolver abordagens
para identificacao de patégenos flngicos que envolvam desenho de
iniciadores (primers) espécie-especificos, com pareamento simples
ou multiplex (quando mais de um par de iniciadores sao utilizados),
aliada ao uso de informacdes de um ensaio complementar de mar-
cacao molecular (PCR-RFLP, AFLP) ou de sequenciamento de produ-
tos de PCR de regido especifica do DNA do patégeno a ser checado.

O cancro europeu, causado pelo fungo filamentoso Neonectria di-
tissima, tem se apresentado de forma muito agressiva nos pomares
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de macieira no Brasil. Embora a doenca ndo leve necessariamente
a morte da planta, ela pode prejudicar muito a quantidade e qua-
lidade da producao. Os sintomas tipicos de podriddo concéntrica
(cancro) préximos a ferimentos e cicatrizes de queda de folhas e
de poda, como também a presenca de estruturas caracteristicas do
fungo (corpos de frutificacdo), perceptiveis a olho nu, tornam rela-
tivamente robusto o diagnéstico do cancro europeu por morfologia.
O N. ditissima possui dois corpos de frutificagao caracteristicos das
fases teleomorfa (sexuada) e anamorfa (assexuada) de reproducao:
0 peritécio e o esporoddquio, respectivamente. Em condi¢cdes am-
bientais favoraveis, essas frutificacbes se manifestam como sinais
evidentes sobre o tecido doente. A morfologia dos esporos também
pode ser analisada pelo microscépio ético: os ascos em formas ci-
lindricas e alongadas que contém os ascésporos; os conidios que
podem ser microconidios, unicelulares, ou macroconidios com até
sete células.

Entao, se a identificacao do agente causador do cancro europeu
da macieira é relativamente segura por sintomatologia e microsco-
pia, por que investir em metodologias moleculares com o mesmo
objetivo? Em primeiro lugar, pela exatidao e rapidez nos resultados.
Métodos que dependem de isolamento do microrganismo, além de
necessitarem de dias para o cultivo em meio de cultura, sdao vulne-
rdveis a contaminacao. Em segundo lugar, em andlises oficiais e
credenciamentos, quase sempre é exigida uma checagem da iden-
tificagao morfolégica por métodos moleculares. Em terceiro, a sen-
sibilidade da metodologia nao necessita de amostras coletadas a
partir de lesdes muito evidentes. Inclusive, vislumbra-se o uso de
métodos moleculares para tentar identificar o patégeno em tecidos
assintomaticos da planta, uma vez que ha relatos de laténcia (peri-
odo de incubacao) do microrganismo no tecido. Isso faz com que a
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doenca seja disseminada a partir de mudas comercializadas como
material sadio, ja que ndo apresentam lesdes visiveis aos técnicos
e fiscais. Em quarto lugar, o fato de os trabalhos serem realizados
mediante uso do DNA gendmico ou ribossomal do microrganismo
abre a possibilidade da execucdo continua de trabalhos envolven-
do filogenia molecular, diversidade genética de populacdes de pa-
tégenos associada a caracterizacdo fenotipica dessas populacdes,
no que tange a sua viruléncia sobre o hospedeiro e sensibilidade a
principios ativos fungicidas. Essas informacdes sdo muito valiosas
na busca pelo aumento da eficiéncia no controle do cancro europeu
nos pomares.

Como anteriormente comentado, a reacao em cadeia da polime-
rase (PCR) estd entre as técnicas moleculares mais utilizadas para
caracterizacado de patégenos de planta, sendo aplicada também no
estudo de N. ditissima. O método, que se baseia no principio in vivo
da replicacdo do DNA, tem por objetivo a sintese de um grande nu-
mero de cépias (em milhdes) de uma regiao especifica do DNA de
um organismo. A sintese in vitro é dependente de uma enzima DNA
polimerase termoestavel, a Taq polimerase, que reconhece um par
de oligonucleotideos (18 a 30 pares de bases pb), ou iniciadores
(primers), que vao definir o ponto de iniciacao e finalizacao para a
sintese de novas fitas de DNA, em reacdes em cadeia. A sintese das
novas fitas envolve trés etapas principais: 1) desnaturacao do DNA
fita dupla; 2) pareamento dos iniciadores nas regides 5’ a 3’ das
fitas; e 3) extensao da fita na direcao 5’ -> 3’, pela enzima. Essas
etapas sao repetidas 30 a 40 vezes (n ciclos), e, a cada fita de DNA
molde, duas fitas sdo obtidas por ciclo, ocorrendo uma amplificacao
exponencial (2") da regiao de interesse delimitada pelos iniciadores
(Figura 1).



64 O Cancro Europeu no Brasil

oresse. o LOLCCOTTTTITIITINT
—-— .
interesse 3 . 5'

Desnaturacao
5
l 48°Ca72°C
3!
. 3! LA 5'
5-Ir?l_c,l_§,d_(,).r3' Iniciador Pareamento
5I
l 68°Ca72°C
i 5'
Novas fitas
de DNA < Extenséo
5%
1 ciclo = 2ciclos = 3ciclos = 4 ciclos ------+ » 30 ciclos
puunnareisaniiss i @Y iaareantenssins QR tanatastssiaseias QR 11416100 410H01
IIMOOOIN — OOOOOOOOD  IOOOOOOOID I
IO IIINININT OO
IIIIOOIND  OOOOONOND IO
IO IO
e e
IO IO exponencial
T
T
T
T
T
i
T
IO

Figura 1. Reacao de PCR adaptado pelos autores.
Fonte: Siratuti (2014).
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A deteccdo molecular de N. ditissima por PCR ja esta difundida
mundialmente. O estudo e definicdo da temperatura de fusao (Tm,
do inglés meliting temperature) e temperatura de pareamento ou
anelamento (Ta, do inglés annealing temperature) dos iniciadores
é de suma importancia para o sucesso das metodologias de PCR.
Essas varidveis sao a base para uma configuracao de PCR Uutil para
qualquer estudo envolvendo fungos fitopatogénicos. Os ajustes
para isolados de N. ditissima encontrados nos pomares de macieira
do Rio Grande do Sul sao descritos a seguir.

Inicialmente, DNA total de biomassa vegetativa, obtida a partir
do subcultivo em meio liquido BD (batata-dextrose) de um disco
micelial, foi extraido a partir de cultivos puros de isolados de N. di-
tissima obtidos de amostras de tecido lenhoso de macieira com sin-
tomas de cancro europeu em diversos pomares do Rio Grande do
Sul. Para confirmar o DNA obtido como proveniente de um fungo
verdadeiro (true fungi), foram utilizados iniciadores da regido do es-
pacador interno transcrito (ITS), ITS1 e ITS4. Essa regiao pertence
ao DNA ribossomal (rDNA) do microrganismo e se caracteriza pelo
baixo polimorfismo intraespecifico, sendo uma regido do DNA muito
adotada por pesquisadores em estudos envolvendo filogenia entre
diferentes espécies de fungos. O DNA ribossomal de eucariotos con-
siste em uma repeticdo em tandem (sequéncia repetitiva) de um
segmento unitdrio, um operon, composto por regidées NTS (espaca-
dor nao transcrito), ETS (espacador transcrito externo), 18S (gene
rDNA para subunidade grande), ITS1, 5.8S (gene rDNA para subu-
nidade pequena), ITS2 e 28S (gene rDNA para subunidade grande).
Essas regides sdo também conhecidas como regiées organizadoras
de nucléolo, pois participam da estrutura dessa particula.
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No estudo com todos os N. ditissima obtidos em pomares gau-
chos, o pardeiniciadores ITS1 e ITS4 se mostrou competente em am-
plificar a regiao ITS1/2 dos isolados, tanto de DNA micelial (Figura 2)
quanto do DNA total de plantas infectadas, obtendo-se produtos de
PCR com aproximadamente 545 pares de bases (pb).

No entanto, o uso dos iniciadores que amplificam a regiao en-
tre o ITS1/2 acarreta a deteccao de qualquer fungo presente em
tecido vegetal, seja ele endofitico ou patogénico. Para detectar es-
pecificamente N. ditissima em DNA total vegetal, foi localizado na
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Figura 2. Deteccao de isolados de Neonectria ditissima com os iniciadores /TS1
e ITS4. Ordem das amostras nas canaletas: 1) Marcador Ludwig Biotec (100 pb);
2) 5453; 3) 5454; 4) 5531; 5) 31ACRC; 6) 105E)JQ; 7) 104EJQ; 8) 101EJQ; 9) 107LF;
10) 106LF; 11) 105LF; 12) Marcador; 13) 5452; 14) 5538; 15) 5118; 16) 5455.
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literatura um par de iniciadores Chl (senso) e Ch2 (antissenso), o
qual foi desenhado a partir do alinhamento de sequéncias da regido
do rDNA ITS. Esses iniciadores permitem a obtencdo de produtos de
PCR de 412 pb para o fungo causador do cancro europeu (Figura 3).
Adaptacbes foram feitas nas metodologias de PCR, e os iniciadores
anglo-australianos se mostraram relativamente competentes para
deteccao de N. ditissima em amostras de macieira com cancro eu-
ropeu coletadas no Rio Grande do Sul.
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Figura 3. Deteccao de isolados de Neonectria ditissima com os iniciadores Chl
e Ch2. Ordem das amostras nas canaletas: 1) Marcador Ludwig Biotec (100 pb);
2) *C-, Agua; 3) Vazio; 4) C-, Fusarium sp.; 5) C-, Phaeoacremonium sp.; 6) C-,
Botryosphaeria dothidea; 7) Vazio; 8) 5534; 9) 5453; 10) 5119; 11) 105EJQ; 12) 5535;
13) 5532; 14) 5455; 15) 105LF; 16) 5104; 17) 5533. *C- = controle negativo.

Fonte: Stein et al. (2016).
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Esse par de iniciadores também se mostrou relativamente efi-
ciente para a deteccao especifica de N. ditissima em DNA total de
tecido vegetal. Desde entao, o par Ch1/2 vem sendo usado em pro-
tocolos de diagnose molecular do cancro europeu na Australia e na
Africa do Sul (doenca quarentendria neste pais). No entanto, os au-
tores opinam que desenhos de iniciadores adaptados para regides
conservadas de isolados brasileiros de N. ditissima devam ser testa-
dos, para efeito de incremento na especificidade da PCR convencio-
nal, ou mesmo para testes envolvendo nested PCR com o uso ITS1/4
ou ITS5/4.

Paralelamente aos trabalhos envolvendo iniciadores de PCR es-
pecificos, uma combinacdo entre técnicas de PCR e digestdo dos
seus produtos por endonucleases de restricao (hidrélise) pode ser-
vir para gerar informacdes para identificacdo da espécie fungica.
Essa técnica é conhecida como CAPS (do inglés, Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence) ou ainda por PCR-RFLP (do inglés, Restriction
Fragment Length Polymorphism apés uma PCR) (Figura 4), e é em-
pregada para visualizacao de padroes de fragmentacao de DNA que
podem ser documentados, analisados e comparados com isolados
ndo identificados ou desconhecidos. Cada enzima usada na técnica
reconhece uma regido especifica do DNA, denominada “sitio de res-
tricdo”, onde ocorre a clivagem das fitas de DNA. Tal fragmentacao
promove o aparecimento de um perfil de fragmentos com um pa-
drdo de “bandas” especifico, que é visualizado no gel, apés a eletro-
forese. A partir dessa técnica, ja foi possivel caracterizar padroes de
restricao para isolados galchos de N. ditissima.

Outra estratégia para identificacéo do fungo consiste no uso dos
produtos de PCR para sequenciamento da regiao amplificada e pos-
terior alinhamento e submissdao ao Genbank, o banco de dados de
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Figura 4. Esquema ilustrativo da técnica de PCR-RFLP (CAPS).
Fonte: Adaptado de Chhabra (2015).

Nota: os produtos de PCR de uma regido do DNA do fungo podem ser clivados por enzimas de
restricdo, produzindo padrdes tipicos de bandas em uma eletroforese simples em gel de agarose.
Esses padrbes estdo fortemente correlacionados com a espécie estudada.

nucleotideos da United States National Library of Medicine/National
Center for Biotechnology Information (NLM/NCBI), localizado nos
National Institutes of Health (NIH). Nesse caso, essa metodologia
nao é pratica para o evento de ‘deteccao’ do fungo, pois depende
de varios passos metodoldgicos no preparo da amostra. No entan-
to, € uma contraprova bastante robusta em termos de informacao.
De posse da informacdo da sequéncia, o pesquisador pode acessar
esse banco de dados e utilizar uma das ferramentas de pesquisa por
microrganismo. Geralmente, a ferramenta utilizada é o BLASTN (do
inglés, Basic Local Alignment Search Tool). A sequéncia é submeti-
da na caixa de texto da ferramenta e, ao cabo de alguns segundos,



70 O Cancro Europeu no Brasil

0 sistema retorna uma lista de entradas de organismos. Essa lista
é ordenada em funcdo do maior para o menor escore de identidade
e query cover, coeficientes que sintetizam estatisticas sobre homo-
logia e similaridade obtidas do alinhamento automatico feito com a
sequéncia de estudo pelo préprio sistema on-line.

O sequenciamento do DNA de microrganismos é uma aborda-
gem comum em laboratérios de pesquisa e analise. Com a automa-
tizacdo, o sequenciamento tornou-se uma técnica simples, eficiente
e de baixo custo. Em um sequenciamento, o DNA molde é desnatu-
rado para obter as fitas simples livres. Em seguida ocorre o parea-
mento de um iniciador (primer) em apenas uma das fitas. Depois, a
DNA polimerase sintetiza a nova fita em uma mistura contendo os
guatro desoxirribonucleotideos (dNTPs, N = A, C, T, G) fosfatados
constituintes do polimero do DNA. Entretanto, no meio reacional, ha
a presenca, também, de mais quatro didesoxirribonucleotideos bi-
fosfatados, os ddNTPs marcados, cada um, com uma molécula fluo-
rescente diferente. Como a enzima nao consegue discriminar os dN-
TPs dos ddNTPs para incorporacao na fita sintetizada, a chance do
ddNTP ser incorporado é de 50%. Quando isso acontece, a sintese é
interrompida por causa da falta de uma hidroxila 3’ livre do ddNTP.
No final, a sintese produz fragmentos de tamanhos diferentes, que
migram ao longo de um gel capilar de forma ordenada, separados
em razao de sua massa molecular. Um feixe de laser excita a sonda
especifica a cada ddNTP e a fluorescéncia é detectada. Um com-
putador conectado ao sistema recebe a informagao e processa os
dados de forma a gerar o eletroferograma da sequéncia da regido
desejada da amostra fornecida (Figura 5).

As sequéncias referentes as regides de interesse para os estudos
de identificacdo possibilitam a analise de informacées no ponto de
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Figura 5. llustracao para o método de sequenciamento de SANGER.
Fonte: Adaptado de Khan Academy (2012).

Nota: uma fita simples do DNA do microrganismo serve de molde para o pareamento do oligo-
nucleotideo iniciador e a extensao da fita complementar, por uma DNA polimerase. As paradas
sao providenciadas aleatoriamente, pela ligagao de uma sonda ddNTP de parada, marcada com
um fluoréforo correspondente a uma determinada base nitrogenada. Os fragmentos de fita sdo
separados no capilar em fungcédo de sua massa molecular.

vista evolutivo. A disponibilidade de ferramentas de bioinformatica
na rede de computadores auxilia esse trabalho. O objetivo princi-
pal da filogenia molecular é ordenar os eventos evolucionarios e
representa-los em &rvores filogenéticas que demonstrem, por agru-
pamento, as relacdes entre espécies ao longo do tempo, e com seus
ancestrais. Essas relagdes podem ser definidas por histérias evoluti-
vas de um Unico gene, proteina, da funcdo ou da espécie associada.

Para criar uma arvore filogenética adequada, deve-se partir de
um sequenciamento de boa qualidade e posterior alinhamento das
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sequéncias de estudo. O préximo passo é a escolha do método evo-
lutivo a ser aplicado, que é a base de calculo para a construcdo das
arvores. Ha varios métodos de analise de alinhamentos que usam
informacdes extraidas das substituicdes, transversdes, espacamen-
tos e agrupamentos presentes nesses alinhamentos. Depois, é de-
terminado um método de montagem de distadncias para constru-
cdo da arvore filogenética, que deve ser adaptado para o tipo de
pesquisa, espécies envolvidas no estudo e informacdes bioldgicas
associadas as sequéncias (ex., métodos UPGMA, neighbor joining,
maxima parcimodnia, andlise bayesiana, etc.). Por fim, a qualidade
da éarvore gerada é aferida. A técnica estatistica mais conhecida
para isso é o calculo do valor de bootstrap, que avalia a confianca
no suporte de cada né da arvore. O programa se baseia na constru-
cao de novos conjuntos de sequéncias, a partir do conjunto original,
estabelecendo uma nova arvore para esses conjuntos. Em seguida,
calcula-se o percentual de vezes que um ramo aparece nas repeti-
coes, estabelecido pelo operador. Se estes conjuntos fornecerem a
mesma arvore filogenética, a confiabilidade na arvore original au-
menta (percentual elevado). Porém, se fornecerem uma arvore di-
ferente, nenhuma delas é confidvel (percentual baixo). Portanto, a
medida que se aumenta a repeti¢cdo da analise, a confiabilidade do
resultado é aumentada.

Como exemplo, um estudo resumido foi proposto para agrupar
trés isolados de N. ditissima de Vacaria, RS (KY926824; KY926803;
KY926822) com N. ditissima espalhados pelo mundo, de acordo com
informacdes contidas nas sequencias da regido do ITS entre 18S
rDNA (ITS1) e 5.85 rDNA (ITS2) (Figura 6). A arvore gerada pelo
método Maxima Verossimilhanca mostrou alta similaridade entre
sequéncias brasileiras obtidas experimentalmente e os acessos de
ITS dos isolados do mundo baixados no Genbank. N&o foi possivel
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KY926824 / 106E)Q / Brasil / Neonectria ditissima
KY926803 / 69RD / Brasil / Neonectria ditissima
KY926822 / 5454 / Brasil / Neonectria ditissima
KP903575 / BL-5 / Letonia / Neonectria major
NR_121496 / CBS240.29 / Portugal / Neonectria major
AJ009272 / CBS100482 / Reino Unido / Neonectria ditissima
JF268766 / 6840 / China / Neonectria major
JF268767 / 6841 / China / Neonectria major
KT383061 / 250474 / Estados Unidos / Neonectria neomacrospora
88! AJ009255 / IMI113890 / Reino Unido / Neonectria neomacrospora
99| KR019362 / DSM62512 / Itélia / Neonectria ramulariae
GU067762 / F71 / Suécia / Neonectria ramulariae
KP411555 / C1-2_10_-2_1/ Canada / Neonectria obtusispora
DQ247780 / ELBE98 / Alemanha / Neonectria lugdunensis
91| GU726752 / Guardbrige13W / Reino Unido / Neonectria obtusispora
GQ411338/UMB-079.01 / Portugal / Neonectria lugdunensis
55 KM231763 / CBS788.69 / Paises Baixos / Neonectria tsugae
[ —98‘_{ AY618236 / Suécia / Neonectria fuckeliana
991 AJ009274 / CBS100328 / Reino Unido / Neonectria fuckeliana

KM515889 / CBS127484 | Paises Baixos / Neonectria confusa
98 KQ897832 / CBS:125484 / Canada / Neonectria coccinea
JF268759 / CBS119158 / China / Neonectria coccinea
JQ868433 / Nf66A1 / Canadé / Neonectria faginata
KC660513 / Nf66A1 / Canadé / Neonectria faginata
KX620770 / 135 / Poldnia / Neonectria punicea
90! JF268768 / CBS119724 / China / Neonectria punicea

KC660520 / CBS125175 / Japéo / Neonectria hederae
NR_137624 / CBS114992 / Estados Unidos / Phaeoacremonium angustius

—
0.020

39

60

Figura 6. Arvore filogenética construida para espécies de Neonectria, na regido
entre 18S rRNA (ITS1) e 5.8S rRNA (ITS2).

Nota: foram comparados seis isolados de Vacaria, RS com diferentes regides do mundo. O méto-
do usado foi 0 de Maxima Verossimilhanca, com Kimura dois parametros e delecdo completa de
gaps. Bootstrapping por 800x replicagées. Phaeoacremonium angustius CBS114992 usado como
outgroup.

identificar com seguranca um ancestral comum que pudesse ofe-
recer uma indicacao de centro de origem. Trés isolados (Canada,
Dinamarca e Portugal) foram desdobrados do agrupamento princi-
pal, mas por valores muito baixos de bootstrap. Para evidenciar com
mais seguranca os centros de origem de populacdes de patdgenos,
cabem analises filogenéticas mais aprofundadas, a partir do estudo
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de outras regides conservadas do DNA e estudos de diversidade
genética com o uso de perfis moleculares.

A disseminacao do cancro europeu nas regides produtoras de
maca no Brasil vem causando reducao na produtividade e qualidade
dos frutos. A utilizacdo de técnicas de biologia molecular no con-
texto do cancro europeu é importante, tanto por sua sensibilidade,
quanto por sua adequacao e custo acessivel. Ademais, é possivel
desenvolver estudos sisteméticos envolvendo a caracterizacao da
filogenia e da diversidade genética da populacao de N. ditissima en-
contrada em diferentes pomares e regides geograficas. Informacodes
sobre a base genética de populacdes de N. ditissima e seus niveis
de patogenicidade e viruléncia (fendtipo), considerando as bases de
resisténcia das cultivares de macieira adotadas pelos produtores,
sao fundamentais para a composicao de estratégias especificas e
precisas de protecao de plantas, e reducao de custos no controle da
doenca.

Por fim, testes e aprimoramentos com desenhos originais de ini-
ciadores especificos, com o aperfeicoamento de novas técnicas de
PCR para N. ditissima encontrados no Brasil, em DNA total vegetal,
se fazem importantes para o estabelecimento de protocolo unifi-
cado para confirmacao de identificacdo de isolados brasileiros do
agente causador do cancro europeu em territério nacional.
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