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Ferramentas:
üReação em cadeia da polimerase (PCR)

üRT-PCR
üNested-PCR
üPCR mul<plex
üPCR quan<ta<va em tempo real (qPCR)
üPCR digital
üLoop-mediated isothermal amplifica<on (LAMP)

Outras Ferramentas:
üHibridização

üSouthern blot, Northern blot, Western blot, Dot blot
üMicroarranjos

Métodos Moleculares 



üInsegurança na identificação de alguns patógenos  

Quais os desafios que os métodos moleculares buscam resolver ?



üNecessidade de rapidez nos resultados: EX.; Stenocarpella spp. e Sclerotinia
sclerotiorum

üCrescimento de organismos saprófitas mais rápido que o patógeno alvo

Pavlovic et al. 2014



Benefícios:

üDiagnóstico confiável – tomada de decisões

üAgilidade na diagnose – estratégia de prevenção

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

üEstratégias de prevenção contra novas introduções

üPatógenos quarentenários – elevar eficiência  e rapidez na inspeção 

üGlobalização dos mercados de produtos agrícolas 

üManejo de doenças 

Diagnóstico Molecular de Fitopatógenos



Padronização de protocolos

üProtocolos eficientes e reproduOveis 

üExtração de materiais com presença de:
ü Compostos inibitórios – comprometer a detecção
ü Polissacarídeos, compostos fenólicos, óleos, látex

Pontos crí7cos



Desafios na análise sanitária de sementes por PCR

Carolina da Silva Siqueira  



BIO-PCR
ü Aumenta a biomassa de patógenos para a detecção

ü EX.: Incubação de sementes por um período de 24 a 48 
horas

Vantagens: 
ü detecção de células viáveis

Desvantagens:
ü Aumento do tempo para diagnose
ü Crescimento de outros microorganismos que podem 

interferir na detecção do organismo alvo

Desafios na análise sanitária de sementes por PCR

Carolina da Silva Siqueira  



Extração de ácidos nucleicos (DNA/RNA)
üProtocolos caseiros:

üExtração de DNA – CTAB – (Doyle & Doyle)
üExtração de DNA – Dellaporta
üExtração de RNA – TRIZOL

üUso de kits comerciais:
üDNeasy e RNeasy Plant System – Qiagen
üDneasy Power Soil Pro – Qiagen
üSoil DNA Kit - Omega
üWizard Genomic DNA Purifica<on Kit – Promega
üPureLink DNA/RNA Mini Kit - Invitrogen

Preparo da amostra para análise molecular 



• Etapa de Lise – lise (quebra) da célula para expor o DNA
• Precipitação – etanol + sal – moléculas de DNA se agregam
• Ligação – uma membrana de sílica retém e concentra o DNA
• Etapa de Lavagem – quebrar e emulsionar a gordura e as proteínas que formam a 

membrana da célula
• Etapa de Eluição – por fim ocorre a liberação dos ácidos nucléicos (DNA/ RNA) da 

membrana 

Preparo da amostra para análise molecular - Extração



Quantificação 
üNanodrop
üQuantus
üGel de agarose

Qualidade da Extração



• O que é PCR?
A PCR, é uma técnica para fazer muitas cópias de uma região específica do DNA, in vitro

üPermitiu identificar, manipular e reproduzir o DNA em grandes quantidades 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase)



• Componentes necessários
• Amostra de DNA a ser testada;
• Par de iniciadores (primers): senso (forward) e an<senso

(reverse);
• Enzima Taq DNA polimerase;
• Nucleoadeos (dNTPs);
• Solução tampão, água e cloreto de magnésio.

Componentes necessários





Ponto crí7co – Condições de Primers 

ü Fragmentos curtos de DNA (18-27 nucleoadeos) complementar ao DNA alvo – ponto de 
par<da para síntese de DNA

ü Podem ser : 
Específicos – única espécie 
Universais – ITS para fungo e 16S para bactérias

ü Tm: temperatura de mel<ng – cálculo - Tm= 2x (A+T) + 4x (C+G)
ü Conter de 40 a 60% de CG
ü Evitar regiões repe<das – TTTTTT, AAAAAA, CGCGCGCG ...



Fatores que afetam a temperatura e 

tempo de: 

1) Desnaturação: 94-98 °C – Tempo: 

quan<dade de CG

2) Anelamento geralmente 5°C menor que 

o Tm Temperatura de mel<ng ou Tm

3) Extensão - Tamanho do fragmento - Taq

= 1 minuto por 1 Kb amplificado



Gel de agarose (Concentração geralmente 1 %)

Componentes:

• Agarose
• Tampão: TBE (Tris/Borato/EDTA) ou TAE (Tris-

/acetato/EDTA)
• Intercalante de DNA: Sybr safe, gel red, brometo

de etídio

Visualização de Resultado - Amplificação



• Gel de agarose

Resultados



Problemas comuns na PCR

1) Falsos posi+vos:

ü Contaminação com amplicons – cópias idên3cas da sequência nucleo7dica do 
DNA molde
DNA da planta alvo 

2) Falsos nega+vos:

ü DNA degradado 
ü Esquecimento de algum reagente
ü Presença de compostos fenólicos na amostra
ü Temperatura de anelamento de primer inadequada
ü Concentração de primers inadequada



üRT-PCR

üNested-PCR

üPCR mul`plex

üPCR quan`ta`va em tempo real (qPCR)

üLoop-mediated isothermal amplifica`on (LAMP)

üPCR digital

Variações da PCR 



üDetecção de vírus de RNA 
üTranscrição reversa converte 
RNA em cDNA – amplificação por PCR

üEnzima RNA polimerase

RT-PCR 



Tomato chlorosis virus

RT-PCR 
Orthotospovirus – vira cabeça

Soybean mosaic virus Pepper vein yellow virus

Cimbidium mosaic virus



üPCR em 2 etapas:
üPré-amplificação com 1° par de iniciadores externos
üAmplificação com 2° par de iniciadores internos

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

üDetecção material genético em baixa quantidade na amostra: > sensibilidade

Nested PCR  





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

üNecessário compatibilidade entre iniciadores (primers)
üDiferentes tamanhos de fragmentos para cada alvo

PCR Mul7plex  



üMesmo princípio da PCR Convencional

üMaior sensibilidade na detecção

üAlém de detectar é possível quan<ficar o alvo de interesse

üU<liza um componente fluorescente

üSovware conectado ao computador

PCR quan7ta7va em tempo real (qPCR)



üResultados visualizados em tempo real

üNão há necessidade de gel para visualizar resultado

üDuas modalidades principais:

1) SYBR

2) TaqMan

PCR quan7ta7va em tempo real (qPCR)



1) SYBRGreen

PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

Componentes da reação
ü DNA
ü dNTPs (nucleoadeos)
ü Primers sinté<cos
ü DNA polimerase
ü Água
ü Tampão
ü Mg2
ü Agente fluorescente



Resultado qPCR

CT

CT menor = maior concentração ou número de cópias iniciais







ü SYBRGreen realizado em duplicata ou  triplicata

ü Fragmentos menores 

PCR quan7ta7va em tempo real (qPCR)



PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

- Curva de dissociação 
(melting curve): permite 
verificar a especificidade 
do produto amplificado.



- Curva de dissociação (mel`ng curve).

- Temperatura de melPng (Tm): temperatura na qual a metade do produto de PCR 
está dissociado e a outra metade está hibridado. Depende do conteúdo em guanina e 
citosina (G+C) e do tamanho de fragmento.



2) TaqMan

PCR quan7ta7va em tempo real (qPCR)

Componentes da reação
ü DNA
ü dNTPs(nucleoadeos)
ü Primers sinté<cos
ü DNA polimerase  
ü Água
ü Tampão
ü Mg2
ü Agente fluorescente
ü Sonda

Sonda: Fragmento de aproximadamente 
27 pares de bases, 

R = repórter – emite fluorescência 
Q = quencher – Inibe o repórter 



2) TaqMan

PCR quan7ta7va em tempo real (qPCR)

R = repórter – emite fluorescência 
Q = quencher – Inibe o repórter 



2) TaqMan

PCR quan7ta7va em tempo real (qPCR)

Vantagens 
ü Podem ser testados vários alvos 

em uma mesma reação

CT



2) TaqMan

PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

Vantagens 
ü Maior especificidade na 

detecção
ü Não há necessidade de realizar 

triplicatas
ü Baixo custo – economia de 

reagentes e placas
CT

Quan;ficação rela;va : método CT compara;vo



Quan7ficação absoluta  – Curva de quan7ficação

Passos para construção da curva
ü Reação de PCR convencional com o par de Primers 

alvo
ü Purificação do produto de PCR
ü Quan<ficação do produto purificado
ü Cálculo para diluição do produto es<pulando a maior 

concentração de interesse
ü Diluições seriadas 

108 107 106 105 104 103 101102



qPCR – Curva de quan7ficação



qPCR – Exemplos práticos 



qPCR – Exemplos práticos 



qPCR – Exemplos prá7cos 



qPCR – Exemplos prá7cos 



qPCR – Exemplos prá7cos 



qPCR – Exemplos prá7cos 

üDetecção por qPCR triplex – Taqman – sondas fluorescentes

Necessário:

ü Teste de sensibilidade e 
eficiência

ü Teste de especificidade



Resultado - Aula Prática 

üExtração de DNA e PCR com primer universal ITS1/ITS4
üAmostras:
1. Colônia isolada de Fusarium sp.
2. Colônia isolada de Macrophomina phaseolina
3. Semente de milho pré-incubada com crescimento de Fusarium sp.
4. Semente de soja sem incubação com sintomas de mancha purpura 
5. Controle negativo – água livre de DNAse
M.   Marcador de tamanho molecular – 1 kb plus

M       1      2        3        4        5 

Gel de agarose a 1%

600bp

1 kb plus  - padrão de 
tamanho molecular

Todas as amostras mostraram
resultado posi/vo, porém a 

confirmação deve ser feita com 
sequenciamento do produto do 

PCR



Resultado - Aula Prá7ca 

Extração de DNA e PCR com primer universal FF390/ FFR1 (18S rRNA)
üAmostras:
1. Colônia isolada de Fusarium sp.
2. Colônia isolada de Macrophomina phaseolina
3. Semente de milho pré-incubada com crescimento de Fusarium sp.
4. Semente de soja sem incubação com sintomas de mancha purpura 
5. Controle negativo – água livre de DNAse
M.   Marcador de tamanho molecular – 1 kb plus

Gel de agarose a 1%

300bp 

1 kb plus  - padrão de 
tamanho molecular

Todas as amostras mostraram
resultado posi/vo, porém a 

confirmação deve ser feita com 
sequenciamento do produto do 

PCR

M       1      2        3        4        5 



ü U<liza o mesmo princípio da qPCR 
ü U<lizado para deteção e quan<ficação de alvos específicos
ü Quan<fica eventos raros
ü Não há necessidade de curva padrão
ü Capacidade de mul<plex – até 5 alvos
ü A amostra é par<cionada em micro compar<mentos individuais

PCR Digital



Amostra original + 
ingredientes da qPCR

Particionamento + 
PCR

Detecção de 
fluorescencia

Quan;ficação absoluta 
(distribuição de Poinsson)

PCR Digital



26 mil par;ções
Pontos verdes – emissão de 

Fluorescencia  



Problemas:

ü Limite de par7cilas detectadas

Nanoplacas de 96 amostras:  8,5 mil par3ções

Nanoplacas de 24 amostras : 8,5 ou 26 mil par3ções

PCR Digital 







üAlta especificidade, eficiência e rapidez

üTécnica robusta e de baixo custo

üAmplificação isotérmica – única temperatura (60 a 65 °C)

üNão demanda equipamentos complexos – banho maria

üMenos sensível a inibidores de reação 

üAmplificação por fotometria – alteração na coloração da solução –

diagnóstico visual

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)



Variações da PCR:
üU<liza-se 2 ou 3 pares de primers
Polimerase:
ü Alta capacidade de deslocamento de fita
ü Alta a<vidade de replicação
ü Bst - Bacillus stearothermophilus

Loop-mediated isothermal amplifica7on (LAMP)



Primers:
ü 1 par de primers internos (são os mais u<lizados)

ü 1 par de primers externos

Loop-mediated isothermal amplifica7on (LAMP)

Bst: capacidade de deslocar a fita de DNA



ü Adicionar todos os ingredientes no tubo (ex.: 25 ul)

ü 60 - 65 °C por alguns minutos (15 min a 1 hora)

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)



Momentos da reação:

1) Produção inicial do alvo

2) Ciclagem e amplificação

3) Elongação e reciclagem

Loop-mediated isothermal amplifica7on (LAMP)





h[ps://www.youtube.com/watch?
v=L5zi2P4lggw

https://www.youtube.com/watch?v=L5zi2P4lggw


RT-LAMP

ü Vírus de RNA

ü Mesmo raciocínio

ü RNA é o material inicial

ü Necessidade de transcrição reversa antes

Loop-mediated isothermal amplifica7on (LAMP)



Detecção do Resultado

ü Turbidez por acúmulo de pirofosfato

ü Mudança de coloração por indicador de PH

Loop-mediated isothermal amplifica7on (LAMP)



Detecção do Resultado

ü Agentes fluorescentes - SYBRGREEN

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)



Ta;ana Mitu;



ü Problemas:

Contaminação cruzada da amostra

Loop-mediated isothermal amplifica7on (LAMP)





Ar7gos relacionados com Fitopatologia





Obrigada!

daianabampi@yahoo.com.br


