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Diagnóstico molecular de doenças de plantas 

 Globalização dos mercados de produtos agrícolas – intercâmbio de material 
vegetal – proteção 

 

 Necessidade de diagnóstico confiável – tomada de decisões – manejo de doenças 

 

 Estratégias de prevenção contra novas introduções e progressões de doenças 

 

 Avaliação de um grande n° de amostras em curto período de tempo 

 

 Material perecível – ferramentas de diagnóstico no local – patógenos 
quarentenários – elevar eficiência  e rapidez na inspeção – fronteiras 
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Princípios dos métodos moleculares 
 Ferramentas essenciais para a diagnose precisa de doenças de plantas 

 

 Ácidos nucleicos – DNA e RNA – especificidade 

 Reação da amplificação da polimerase em cadeia (PCR) 

RT-PCR 

Nested-PCR 

PCR multiplex 

PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

 

 Hibridização 

Microarranjos 
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Preparo da amostra para análise molecular 

 Essencial, crítico 

 

 Protocolos eficientes e reprodutíveis – processamento de lotes de amostras 

 

 Isolamento de ácidos nucleicos – DNA e RNA 

 

 Evitar a presença de compostos inibitórios – comprometer a detecção 

 Polissacarídeos, compostos fenólicos, óleos, látex 

 Patógenos biotróficos – material do hospedeiro infectado 
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Preparo da amostra para análise molecular 

 Uso de kits comerciais para extração de ácidos nucleicos: 

 DNeasy e RNeasy Plant System – Qiagen 

 Wizard Genomic DNA Purification Kit – Promega 

 NucleoSpin Plant II - Macherey-Nagel 
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Extração de ácidos nucleicos 

 Protocolo convencional - CTAB 

 Lise celular – rompimento da parede celular e membrana citoplasmática 

 Remoção de polissacarídeos e proteínas – SDS 

 Precipitação dos ácidos nucleicos – álcool 

 Degradação do ácido nucleico não alvo – uso de RNAse ou DNAse 
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Extração de ácidos nucleicos 
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Extração de ácidos nucleicos 
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 Quantificação - Eletroforese em gel de agarose  



Extração de ácidos nucleicos 

 Quantificação  

 Eletroforese em gel de agarose + marcador de concentração conhecida  

 

 Coloração do gel com SYBR Green – detecção sob luz UV (em 
substituição do brometo de etídeo – tóxico) 

 

 Diluição – 10 ng/uL para PCR 

9 



Extração de ácidos nucleicos 

 Quantificação  

 Espectrofotômetro: Nanodrop  
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PCR 
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Amplificação in vitro a partir 
de uma única molécula de 
ácido nucleico – exponencial 

 
DNA ou RNA polimerase – 
duplicação material genético 
durante divisões celulares 



PCR 
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https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo 

https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo


PCR 

 Programação de amplificação: 

 

 Desnaturação inicial – 94-96°C por 2 a 5 min 

 Ciclagem – 30-40 ciclos 

Desnaturação – 94-96°C por 30 seg 

Anelamento – iniciador + alvo – 50-65°C - 30 seg a 1 min 

Extensão – 72°C por 30 seg a 1 min 

 Extensão final – 72°C por 5 a 10 min 

 

 Termociclador 

 

 2 a 3 horas 
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PCR 

 Visualização da amplificação 

  

 Eletroforese em gel de agarose + marcador de concentração conhecida 

 

 Coloração do gel com SYBR Green – detecção sob luz UV  
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PCR 

Vantagens: 

 

 Detecção de um único alvo em misturas complexas – iniciadores 
projetados complementares a regiões únicas do genoma do patógeno alvo 

 

 Detecção rápida e específica de múltiplos alvos 

 

 Detecção de patógenos não-cultiváveis como vírus, algumas bactérias e 
fitoplasmas e fungos biotróficos 

 

 Custo ~R$ 3,00/amostra 
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PCR 

Pontos negativos: 

 

 Presença de amplificação confirma a presença de DNA do patógeno na 
amostra testada, mas não a sua viabilidade 

 

 Contaminantes 

 

 Inibidores 

 

 Informação prévia de sequências genômicas 
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RT-PCR 

 Detecção de vírus de plantas 

 Alta sensibilidade e especificidade 

 Maioria vírus RNA 

 Transcrição reversa converte  

RNA em cDNA – amplificação por PCR 
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RT-PCR 
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Tomato chlorosis virus (ToCV) é uma espécie do gênero Crinivirus, transmitida 
por Bemisia tabaci biótipo B 



Nested-PCR 
 PCR em 2 etapas: 

 Pré-amplificação com 1° par de iniciadores externos 

 Amplificação com 2° par de iniciadores internos 
 

 DNA ou RNA molde da 2ª reação = produto amplificado da 1ª reação 

 

 Detecção material genético em baixa quantidade na amostra: > sensibilidade 

 

 Risco de contaminação – 2 rodadas de amplificação em 2 tubos  
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Detecção de Citrus tristeza virus 
(CTV) (Olmos et al., 2003) 



Nested-PCR 
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Detecção de Citrus tristeza virus (CTV) 
(Olmos et al., 2003) 
- Diluição 10 x planta sadia: infectada 



PCR multiplex 

 Amplificação simultânea de 
múltiplos alvos na mesma reação – 
múltiplos patógenos na mesma 
planta – redução de custo 

 

 Verificar compatibilidade entre 
iniciadores – teste in silico e 
experimental 
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PCR multiplex 
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Lorenzen et al. (2006) 
- Vírus do mosaico da batata 

(PVY) 
- PVY NTN (3) - anéis necróticos 

nos tubérculos  
 

(Antônio Carlos de Ávila)  



PCR quantitativa (qPCR) 

 Amplificação simultânea de múltiplos alvos na mesma reação – vários patógenos 
em um único hospedeiro 

 Permite a quantificação do patógeno e o monitoramento da reação em andamento 

 Verificar compatibilidade entre iniciadores – teste in silico e experimental 

 > rapidez, especificidade e confiança 

 Sistema fechado, < risco de contaminação cruzada 

 > sensibilidade, < concentração de reagentes na reação 

 Resultado direto em 1,5h de reação – elimina eletroforese 
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vs 



PCR quantitativa (qPCR) 
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Almquist (2016) 



PCR quantitativa (qPCR) 

25 

 
• Fases exponencial, linear ou logarítmica e plateau 
 
• Threshold 

• Cycle threshold (CT) 
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PCR quantitativa (qPCR) 

7500 Real-Time PCR System – termociclador – Life Technologies/Thermo Fisher 
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PCR quantitativa (qPCR) 

SYBR Green 
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↑ CT     ↓ Qtde. inicial de amostra 



PCR quantitativa (qPCR) 

Taqman 
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R = reporter 

Q = quencher 

S = sonda 

ID = iniciador direto 

IR = iniciador reverso 
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PCR quantitativa (qPCR) 

Taqman - multiplex 
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PCR quantitativa (qPCR) 

• Quantificação – curva padrão – diluição seriada 
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102 ng  101 ng  100 ng  10-1 ng  10-2 ng  10-3 ng  10-4 ng  10-5 ng  

Curva padrão  Diluição 8 X (fator de diluição 10:1) 



PCR quantitativa (qPCR) 

• Quantificação – curva padrão – diluição seriada 
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• Cycle Threshold (CT) x quantidade de DNA do alvo 



PCR quantitativa (qPCR) 

• Quantificação – curva padrão – diluição seriada 
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• Cycle Threshold (CT) x quantidade de DNA do alvo 



PCR quantitativa (qPCR) 

 Detecção molecular de fungos fitopatogênicos associados às sementes de 
soja – Auxílio FAPESP  - 2013-2015  – Prof. Dr. Nelson S. Massola Jr 

 

 Semente de soja – veículo de disseminação de doenças (fungos, bactérias, 
vírus e nematoides) 

 

 Sementes sadias 

 

 Detecção precisa 

 

 Exclusão 
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 Colletotrichum truncatum 

 

 Corynespora cassiicola 

 

 Phomopsis spp. 

 

 Sclerotinia sclerotiorum 

Fungos patogênicos associados às sementes de soja 

J. T. Yorinori (2005) 
J. T. Yorinori; R. M. Soares (2005) 

 
 Riccioni & Petrović  Jaccoud Filho (2010)   

Ramiro (2015) 34 



PCR quantitativa (qPCR) 
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Corynespora 
cassicola 

Soja 
Colletotrichum 

truncatum 
Sclerotinia 

sclerotiorum 

Phomopsis spp. 
separadamente 

 Anelamento: 60°C 

 

 45 ciclos 

 

 iniciadores (primers) específicos 

 

 

 

Ciampi-Guillardi et al. (dados 
não-publicados) 



PCR quantitativa (qPCR) 
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Avaliação da especificidade dos iniciadores e sondas – PCR convencional 
 

Ciampi-Guillardi et al. (dados não-publicados) 



PCR quantitativa (qPCR) 
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Avaliação da sensibilidade dos iniciadores e sondas 
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Ramiro (2015) 



PCR quantitativa (qPCR) 
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Valores de CT
a

Quantidade inicial de

DNA
Phomopsis spp.

Corynespora

cassiicola

Colletotrichum

truncatum

Sclerotinia

sclerotiorum

3 x 102 ng (300 ng) 16,47±0,26 18,63 ± 0,30 20,86 ± 0,20 27,27 ± 1,67

3 x 101 ng (30ng) 20,86±0,23 21,48 ± 0,09 24,10 ± 0,12 28,49 ± 0,31

3 x 100 ng (3ng) 24,24±0,34 27,74 ± 0,69 27,53 ± 0,03 31,39 ± 0,50

3 x 10-1 ng (300 pg) 29,43±0,09 27,24 ± 0,17 30,81 ± 0,02 34,82 ± 0,09

3 x 10-2 ng (30 pg) 33,88±0,18 30,90 ± 0,18 34,67 ± 0,23 38,86 ± 0,24

3 x 10-3 ng (3 pg) 39,43±0,06 35,58 ± 1,20 37,69 ± 0,31 42,00 ± 0,91

3 x 10-4 ng (300 fg) 42,82± 0,10 38,26 ± 0,53 0 0

Avaliação da sensibilidade dos iniciadores e sondas 
 

Ciampi-Guillardi et al. (dados não-publicados) 



PCR quantitativa (qPCR) 
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 Detecção por qPCR duplex – Taqman – sondas fluorescentes 

 

 



PCR quantitativa (qPCR) 
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 Detecção por qPCR triplex – Taqman – sondas fluorescentes 

 

 



PCR quantitativa (qPCR) 
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 Detecção por qPCR tetraplex – Taqman – sondas fluorescentes 

 

 

Ciampi-Guillardi et al. (dados não-publicados) 



  Diluições das sementes (sementes inoculadas: sementes sadias) nas 
seguintes proporções: 

 

1 : 399 (0,25%) 

1 : 799 (0,125%) 

1 : 1599 (0,0625%) 

 

 

 

 

 

 

PCR quantitativa (qPCR) 

Avaliação da sensibilidade do método de detecção 

Embebição de sementes em água ultrapura 

 

100 mL de água ultrapura : 100 sementes 
Ramiro (2015) 
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a Dados representam a quantidade de DNA detectada em amostras (alíquotas) de 3μL retirada da solução de 
embebição de sementes em água em cada nível de incidência 
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PCR quantitativa (qPCR) 

Avaliação da sensibilidade do método de detecção 

 Detecção por qPCR tetraplex – Taqman – sondas fluorescentes 

 

 

Ciampi-Guillardi et al. (dados não-publicados) 

Incidência de
sementes

artificialmente
inoculadas

Sementes
artificialmente

inoculadas /total
de sementes

Valores de CT
a

Phomopsis Corynespora Colletotrichum Sclerotinia

100% 400/400 32,36 ± 0,02 31,39 ± 0,25 29,58 ± 0,16 33,99 ± 0,09

0,25% 1/400 38,70 ± 0,09 32,60 ± 1,04 33,86 ± 0,22 36,38 ± 0,41

0,125% 1/800 37,92 ± 0,47 35,08 ± 0,15 36,99 ± 0,61 38,75 ± 0,47

0,0625% 1/1600 41,45 ± 0,50 38,27 ± 0,54 40,12 ± 0,92 41,12 ± 0,81

0 0/400 0 0 0 0
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PCR quantitativa (qPCR) 

Validação do método de detecção molecular por qPCR 

Ramiro (2015) 

• Blotter test 
• Ágar-azul de bromofenol 
• Embebição para qPCR 

400 sementes para: 

15 amostras (Goiás, Minas Gerais e Paraná) 
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PCR quantitativa (qPCR) 

Avaliação da sensibilidade do método de detecção: qPCR x método tradicional 

Ramiro (2015) 

  Blotter test  Ágar-azul de bromofenol  
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PCR quantitativa (qPCR) 

Avaliação da sensibilidade do método de detecção: método tradicional 

Ramiro (2015) 

Figura 3 - Incidência (em porcentagem) de Phomopsis spp. Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola e Sclerotinia sclerotiorum 
em amostras de sementes de soja provenientes dos Estados de Goiás (A), Minas Gerais (B) e Paraná (C), reveladas por meio do blotter 
test e meio NEON 
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PCR quantitativa (qPCR) 

Avaliação da sensibilidade do método de detecção: método tradicional 

Ramiro (2015) 

Figura 4 - Incidência (em porcentagem) de Phomopsis spp. em amostras de sementes de soja provenientes dos Estados de Goiás (A), Minas 
Gerais (B) e Paraná (C), avaliadas por dois métodos de detecção, qPCR e blotter test 

qPCR - detecção mais rápida, sensível e 
específica de Phomopsis spp., Sclerotinia 
sclerotiorum em sementes de soja 
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PCR quantitativa (qPCR) 

Detecção molecular por qPCR: incidência em 81 amostras de 5 estados do BR 

0,0

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

60,0

70,0

80,0

90,0

100,0

GO MG PR RS MT

Cory

ColT

Scle

Pho



PCR quantitativa (qPCR) 
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 Huanglongbing (HLB) – greening 

 Uma das doenças mais destrutivas dos citros – perdas de até 100% 

 3 espécies de bactérias: Candidatus Liberibacter asiaticus, C. L. africanus e 
C. L. americanus 

 Transmissão por psilídeo – Diaphorina citri e/ou Trioza erytreae 

 Difícil de detectar – longo período de latência (6-12 meses), distribuição 
não homogênea na planta 

 

 

 

 

Correa et al. (2010) 



Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

 Amplificação por fotometria – turbidez da solução – T°C constante (60 - 65 °C) 

 SYBR Green – alteração na coloração da solução – diagnóstico visual 

 Amplificação eficiente e precisa + baixo custo – detecção de doenças 
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polimerase 



Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
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Notomi et al. 
(2000) 

https://www.youtube.com/
watch?v=RkSqI_mB-8E 
 
https://www.youtube.com/
watch?v=L5zi2P4lggw 

https://www.youtube.com/watch?v=RkSqI_mB-8E
https://www.youtube.com/watch?v=RkSqI_mB-8E
https://www.youtube.com/watch?v=RkSqI_mB-8E
https://www.youtube.com/watch?v=RkSqI_mB-8E
https://www.youtube.com/watch?v=RkSqI_mB-8E
https://www.youtube.com/watch?v=L5zi2P4lggw
https://www.youtube.com/watch?v=L5zi2P4lggw


Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
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- Mal de Pierce da videira 
- CVC ou amarelinho dos citros 
- Pragas quarentenárias A2 
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
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Microarranjos 

 Chips de DNA ou RNA – centenas a milhares de sondas – genoma do 
organismo alvo 

 

 Multiplex – diagnose de múltiplos patógenos 

 

 Extração de ácidos nucleicos, PCR e detecção diretamente no arranjo – 
potencial p/ automação 
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Boonham et al. 2007  

Detecção de vírus 
de plantas por  
microarranjo 



Diagnóstico molecular  

Sheikha & Ray (2014) 
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Diagnóstico molecular 

 Escolha do método: custos de equipamentos e reagentes, tempo para 
análise, n° de espécies investigadas e n° de amostras 

 

 Pontos fracos: 

 Em sementes, insetos vetores, água e solo, a concentração do 
patógeno frequentemente está abaixo do limite de detecção dos 
métodos (10-100 pg) 

 Falso negativos – DNA alvo degradado, reagentes de baixa qualidade, 
inibidores da polimerase 

 Falso positivos – contaminação cruzada, artefatos 

 Tamanho amostral inadequado – não representativo da realidade 

 Presença de inibidores  

 Detecção do ácido nucleico – patógeno pode não estar viável – 
quarentenários – screening preliminar + testes convencionais 
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Detecção molecular: O que é importante saber? 

De Boer et al. (2012) 60 

 Métodos de monitoramento de patógenos devem ser custo-efetivos, simples de 
usar, robustos e rápidos, ter longa vida de prateleira e especificidade – 
sensibilidade variável 

 Além de produtores rurais, são úteis para agências regulatórias, exportadores, 
importadores, agentes de extensão agrícola – bioterrorismo 

 Desenvolvimento de dispositivos diagnósticos  portáteis para testes in loco, no 
campo, serviços de laboratório acessíveis 

 Já em uso na produção de batata e citros – culturas com propagação vegetativa 

 Amplificação do DNA (LAMP), qPCR multiplex, microarranjos 

 Novas tecnologias - barcode, sequenciamento de nova geração, biosensores, 
espectrometria de massa – aplicação em diagnose e identificação de patógenos 



 Desenvolvimento de iniciadores específicos a cada patógeno – atualmente 

indisponíveis para muitos deles 

 Confiança de banco de dados internacional de sequências genéticas – 

precisão no diagnóstico 

 Validação de cada teste – confiabilidade – antes da implementação como 

estratégias de controle de doenças ou ações regulatórias 

 Com maior precisão na determinação da presença de patógenos, limiares 

devem ser estabelecidos para minimizar efetivamente a dispersão de 

patógenos sem criar obstáculos desnecessários ao comércio internacional 

de produtos agrícolas 

 

Questões futuras 

De Boer et al. (2012) 
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Obrigada pela atenção! 
 

maisaciampi@usp.br 

 


