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Métodos Moleculares

Ferramentas:
v'"Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
v'RT-PCR
v'Nested-PCR
v'PCR multiplex
v'PCR quantitativa em tempo real (qPCR)
v'PCR digital
v'Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Outras Ferramentas:

v'Hibridizacdo
v'Southern blot, Northern blot, Western blot, Dot blot
v'"Microarranjos




Quais os desafios que os métodos moleculares buscam resolver ?

v'Inseguranca na identificacdo de alguns patégenos

Stenocarpella maydis

Imagem: Almeida, 2009
Imagem: Siqueira, 2013

Stenocarpella macrospora

Carolina da Silva Siqueira

Imagem: Almeida, 2009

Imagens: Siqueira, 2013




v'Necessidade de rapidez nos resultados: EX.; Stenocarpella spp. e Sclerotinia
sclerotiorum

Imagem: Siqueira, 2013

v'Crescimento de o
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Diagndstico Molecular de Fitopatogenos

Beneficios:

v'Diagndstico confidvel —tomada de decisdes

v'Agilidade na diagnose — estratégia de prevencao

v'Avaliacdo de um grande n° de amostras em curto periodo de tempo
v Estratégias de prevencdo contra novas introducoes

v'Patdgenos quarentendrios — elevar eficiéncia e rapidez na inspecio

v'Globalizacdo dos mercados de produtos agricolas

v'"Manejo de doencas




Pontos criticos

Padronizacao de protocolos
v'Protocolos eficientes e reprodutiveis

v'Extracdo de materiais com presenca de:
v’ Compostos inibitorios — comprometer a deteccdo
v’ Polissacarideos, compostos fendlicos, dleos, latex




Desafios na analise sanitaria de sementes por PCR

Cultura pura
Sensibilidade elevada

Semente infectada

m— Baixa sensibilidade relativa

ndo incubada

Semente infectada v gon
—gp  AUmento da sensibilidade

Y, apos incubagio [Bio-PCR]

Carolina da Silva Siqueira




Desafios na analise sanitaria de sementes por PCR

BIO-PCR
v Aumenta a biomassa de patdgenos para a deteccdo

v EX.: Incubacio de sementes por um periodo de 24 a 48
horas

Vantagens:
v’ deteccdo de células viaveis

Desvantagens:
v Aumento do tempo para diagnose

v’ Crescimento de outros microorganismos que podem
interferir na deteccao do organismo alvo

Carolina da Silva Siqueira




Preparo da amostra para analise molecular

Extracao de acidos nucleicos (DNA/RNA)

v'Protocolos caseiros:
v Extracdo de DNA — CTAB — (Doyle & Doyle)
v Extracdo de DNA — Dellaporta
v'Extracdo de RNA — TRIZOL

v'Uso de kits comerciais:
v'DNeasy e RNeasy Plant System — Qiagen
v'Dneasy Power Soil Pro — Qjagen
v'Soil DNA Kit - Omega
v'Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega
v'PureLink DNA/RNA Mini Kit - Invitrogen




Preparo da amostra para analise molecular - Extracao

Etapa de Lise — lise (quebra) da célula para expor o DNA
Precipitacao — etanol + sal — moléculas de DNA se agregam
Ligacdo — uma membrana de silica retém e concentra o DNA

Etapa de Lavagem — quebrar e emulsionar a gordura e as proteinas que formam a
membrana da célula

Etapa de Eluicao — por fim ocorre a liberacdo dos acidos nucléicos (DNA/ RNA) da

membrana

e e
S
— ey ¥ =
Lise do Material Ajustes das Ligacao do Lavagem Eluicao do DNA

Condicoes DNA na Coluna
de Ligacao (Tubo Spin Plus)




Qualidade da Extracao
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PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase)

* O que é PCR?

A PCR, é uma técnica para fazer muitas copias de uma regiao especifica do DNA, in vitro

v'Permitiu identificar, manipular e reproduzir o DNA em grandes quantidades
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Componentes necessarios

* Componentes necessarios

e Amostra de DNA a ser testada;
* Par de iniciadores (primers): senso (forward) e antisenso
(reverse);
* Enzima Taq DNA polimerase;
* Nucleotideos (dNTPs);
e Solucao tampao, agua e cloreto de magnésio.
Regido a ser copiada

anese TR ST

Primer 7 CAGATCCATGG <6AT'CAIGG;;:C\CIT Primer 2

Iniciadores (primers): senso (forward)

Enzima Taq DNA polimerase

; Amost DNA

~~
s—1— Nucleotideos (dNTPs)
— @

——— Solugdo tampio, H,0 e MgCl,




Temperatura em C2
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Ponto critico — Condicoes de Primers

v Fragmentos curtos de DNA (18-27 nucleotideos) complementar ao DNA alvo — ponto de
partida para sintese de DNA
v’ Podem ser:
Especificos — Unica espécie
Universais — ITS para fungo e 16S para bactérias

v' Tm: temperatura de melting — calculo - Tm= 2x (A+T) + 4x (C+G)
v’ Conter de 40 a 60% de CG
v’ Evitar regides repetidas — TTTTTT, AAAAAA, CGCGCGCG ...

STACTAGTCCTATGEGAG
It R T R ol BT A R BNt R

GATCAGGATACT ]
A\ TCAGGATA Primer 2

£ -

Primer 1 ————— ——
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Fatores que afetam a temperatura e

tempo de:

1) Desnaturagao: 94-98 °C — Tempo:
quantidade de CG

2) Anelamento geralmente 5°C menor que

o Tm Temperatura de melting ou Tm

3) Extensao - Tamanho do fragmento - Taq

= 1 minuto por 1 Kb amplificado

Region uf< 5
interest 3
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Temperature is increased
to separate DNA strands
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Visualizacao de Resultado - Amplificacao

Gel de agarose (Concentrag¢ao geralmente 1 %)

WV
Componentes: v S

* Agarose

» Tampao: TBE (Tris/Borato/EDTA) ou TAE (Tris-
/acetato/EDTA)

* Intercalante de DNA: Sybr safe, gel red, brometo
de etidio




Resultados

* Gel de agarose




Problemas comuns na PCR

1) Falsos positivos:

v' Contaminacdo com amplicons — cépias idénticas da sequéncia nucleotidica do
DNA molde
DNA da planta alvo

2) Falsos negativos:

v" DNA degradado

v' Esquecimento de algum reagente

v' Presenca de compostos fendlicos na amostra

v' Temperatura de anelamento de primer inadequada
v" Concentracdo de primers inadequada




Variacoes da PCR

v'RT-PCR

v'Nested-PCR
v'PCR multiplex
v'PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

v'Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

v'PCR digital




RT-PCR

v'Deteccdo de virus de RNA
v'Transcricdo reversa converte
RNA em cDNA — amplificacao por PCR

v'Enzima RNA polimerase

mRNA

-




RT-PCR

Tomato chlorosis virus Cimbidium mosaic virus Orthotospovirus — vira cabega




Nested PCR

v'PCR em 2 etapas:
v’ Pré-amplificacdo com 1° par de iniciadores externos

v Amplificacdo com 2° par de iniciadores internos

v'DNA ou RNA molde da 22 reacdo = produto amplificado da 12 reacdo

v’ Deteccdo material genético em baixa quantidade na amostra: > sensibilidade

PCR NESTED PCR
C . | B 1
B primer F1 I primer F2 -
primer R1 primer R2
L . L] 1
Produto da PCR Produto final
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Phytopathology

Short Communication

Molecular Identification and Phylogenetic Analysis of a Group
16Sri-B Phytoplasma Associated with Sugarcane Yellow Leaf
Syndrome in Brazil

Eliane G. Silva, Ivan P. Bedendo, Marcos V. Casagrande, Vicente A. Moraes

First published: 04 November 2009 | https://doi.org/10.1111/j.1439-0434.2009.01561.x | Citations: 12

24 Department of Entomology and Plant Pathology, University of SGo Paulo; Sugarcane
Technology Center, Piracicaba, SdGo Paulo, Brazil




PCR Multiplex

v’ Amplificacdo simultdnea de multiplos alvos na mesma reacdo — multiplos

patégenos na mesma planta — reducao de custo

v'Necessario compatibilidade entre iniciadores (primers)

v'Diferentes tamanhos de fragmentos para cada alvo

Variant 1
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PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

v'"Mesmo principio da PCR Convencional
v'Maior sensibilidade na detecc3o
v Além de detectar é possivel quantificar o alvo de interesse

v'Utiliza um componente fluorescente

v'Software conectado ao computador




PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

v'Resultados visualizados em tempo real
v'"N3o ha necessidade de gel para visualizar resultado
v'Duas modalidades principais:

1) SYBR

2) TagMan




PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

1) SYBRGreen

Componentes da reagdo
v DNA

v" dNTPs (nucleotideos)
v Primers sintéticos

v" DNA polimerase

v’ Agua
v’ Tamp3o S—
v Mg2 I \
v Agente fluorescente ‘ ~ ,
; Y

N

g
Polymerase




Resultado gPCR

Amplification Plot
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http://dx.do1.org/10.1590/2317-1545v37n1141460

Detection of Sclerotinia sclerotiorum in soybean seeds by
conventional and quantitative PCR techniques'’

Luana da Silva Botelho?, Ellen Noly Barrocas**,
José da Cruz Machado?, Rayana de Sa Martins®

ABSTRACT - Sclerotinia sclerotiorum, the etiological agent of the “white mould” in soybean, is responsible for severe losses in this
crop and soil contamination. The introduction and dissemination of the disease can made through the use of seed lots contaminated with
sclerotia and by seeds infected by mycelium. Therefore, seed health quality is one aspect to be monitored by means of health testing before
to sowing time. In this study conventional and quantitative PCR techniques were used to assess their viability to detect S. sclerotiorum in
artificially and naturally infected soybean seed samples. For that, seeds were inoculated by osmotic conditioning technique for 0, 24, 48
and 72 hours of contact of the seed with the fungal colony and mixed with healthy seeds generating incidence levels of 1, 2, 10, 20 and
100% for each incubation time. The cPCR was sensitive to detect S. sclerotiorum in samples with at least incidence 1% inoculated for 72
hours while the gPCR detected the pathogen in all incidence/inoculum potential combinations. The conventional PCR was able to detect
0.25% of the incidence of S. sclerotiorum in soybean seed lots naturally infected added a preincubation step.

Index terms: seed healthy, molecular detection, seed borne pathogen, white mould.
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PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

v' SYBRGreen realizado em duplicata ou triplicata

v' Fragmentos menores

||

- -




PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

- Curva de dissociacao

(melting curve): permite
verificar a especificidade
do produto amplificado.




- Curva de dissociacao (melting curve).

(A) = (=) R | 772
742°C 2
3
1 2/ 3 v
| |-
Amplification plot Dissociation plot

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




PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

2) TagMan
Sonda: Fragmento de aproximadamente
Componentes da reagao 27 pares de bases,
v' DNA

v" dNTPs(nucleotideos)
v’ Primers sintéticos
v" DNA polimerase

v’ Agua

v’ Tamp3o

v Mg2

v Agente fluorescente
v Sonda

TagMan prcbe

R = reporter — emite fluorescéncia
Q = quencher — Inibe o reporter




PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

2) TagMan

R = reporter — emite fluorescéncia

Q = quencher — Inibe o reporter

template DNA 5

0, T } )
&r &= ‘ - ?ucle_lqtidl\ens
' @ rom TagMan
<5 e
) ‘
3'

complementary strand

template DNA 5




2) TagMan

Vantagens

v Podem ser testados varios alvos
em uma mesma reacao

Variant 4

o U

PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

Reporter dye:

FAM

i Channel1 Channel2 Channel3 Channel 4
Detection 515-530 560-580 610-650 675-690

HEX Texas Red Cy5

1.00
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PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

2) TagMan

Vantagens

v Maior especificidade na
deteccao

v' N3o ha necessidade de realizar E
triplicatas -

v’ Baixo custo — economia de
reagentes e placas
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Quantificagao absoluta — Curva de quantificacao

Passos para constru¢ao da curva

v’ Reacdo de PCR convencional com o par de Primers
alvo

v’ Purificacdo do produto de PCR

v Quantificacdo do produto purificado

v’ Cdlculo para diluicdo do produto estipulando a maior
concentracao de interesse

v’ Diluicdes seriadas

Target input
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qPCR - Curva de quantificacao
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qPCR - Exemplos praticos
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Phomopsis spp. in soybean seeds using qPCR and seed-
soaking method
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qPCR — Exemplos praticos
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FIGURE 2 Comparative incidence of Phomopsis spp. in naturally infected soybean seed samples from the states of Goias (a), Minas Gerais
(b) and Parana (c) evaluated by two detection methods: gPCR (in dark grey) and blotter test (in light grey)




qPCR — Exemplos praticos

Plant Disease * 2020 *» 104:3002-3009 * https://doi.org/10.1094/PDIS-02-20-0231-RE

e-Xtra*

Multiplex gPCR Assay for Direct Detection and Quantification of Colletotrichum
truncatum, Corynespora cassiicola, and Sclerotinia sclerotiorum in

Soybhean Seeds

Maisa Ciampi-Guillardi, Juliana Ramiro, Maria Heloisa Duarte de Moraes, Marina Coan Goldoni Barbieri, and Nelson S. Massola J r.!
Department of Plant Pathology and Nematology, ESALQ, University of Sao Paulo, Piracicaba/SP, Brazil




qPCR — Exemplos praticos

Table 1. Primers and TagMan probes used for qPCR detection of pathogenic fungi in soybean seeds

Primers and probes Sequence (5'- 3') Target Reference
ColT-F6 TTGAGACCAAGTAC GCTGTATGTATCAC Colletotrichum truncatum This study
ColT-R5 TTCTGCCTCACATCGAACTCTC

ColT-P HEX-CAGCCTTCG/ZEN/ACTCTCGTTGGAAAA-IABKFQ

Cory-Fl AACTCAACACCATGACGCACAT Corynespora cassiicola This study
Cory-R6 CAGGCAGGCAGGACAAGAAAATTTG

Cory-P 6-FAM-CCAATTTTG/ZEN/CATCGCCAGCC-IABKFQ

TY-F ATATAACGCTACTCTCTCTGTTC Sclerotinia sclerotiorum Chen et al. (2010)
TY-R AGCCAACTTTCGGAGATTTG

TY-P Cy5-CGAGAACTC/ZEN/TGACGAGACCTTCTGTA-IABKFQ

Lectin-F TCCACCCCCATCCACATTT Glycine max Soares et al. (2014)
Lectin-R GGCATAGAAGGTGAAGTTGAAGGA

Lectin-TMP TAMRA-AACCGGTAGCGTTGCCAGCTTCG-IAbRQSp

Plant Disease /November 2020 3003




qPCR — Exemplos praticos

Table 4. Multiplex qPCR detection of Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola, and Sclerotinia sclerotiorum in commercial soybean seed samples

from five Brazilian states?®

C. truncatum C. cassiicola S. sclerotiorum
Origin of soybean seed samples N Mean Cy qPCR + Mean Cy qPCR + Mean Cy qPCR +
Goias 30 36.44 (16/30) 35.73 (4/30) 36.94 (8/30)
Minas Gerais 16 36.91 (8/16) 36.68 (2/16) 38.21 (9/16)
Parana 20 38.06 (6/20) 38.30 (2/20) 39.90 (7120)
Rio Grande do Sul 3 36.41 (1/3) 34.25 (1/3) 38.72 (1/3)
Mato Grosso 12 40.66 (1/12) 38.45 (5/12) 39.90 (2/12)
Total 81 32 14 27

2 Samples with threshold cycle (Cy) values below the limit of detection (estimated for each fungus) were considered positive.




qPCR - Exemplos praticos

v'Detecg¢do por gPCR triplex — Tagman — sondas fluorescentes

Collet -
Necessario:
1.75
Cory e
1.50 v Teste de sensibilidade e
1.25 eficiéncia
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1.00
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Resultado - Aula Pratica

v'Extra¢do de DNA e PCR com primer universal ITS1/1TS4
v Amostras:

1. Coloniaisolada de Fusarium sp.
2. Colb6nia isolada de Macrophomina phaseolina
3. Semente de milho pré-incubada com crescimento de Fusarium sp.
4. Semente de soja sem incubacao com sintomas de mancha purpura
5. Controle negativo — agua livre de DNAse
M. Marcador de tamanho molecular — 1 kb plus
- Gelde agarose a 1% |
Todas as amostras mostraram
600bp resultado positivo, porém a

confirmagao deve ser feita com
sequenciamento do produto do
PCR

1 kb plus - padrao de
tamanho molecular

N0 - BB




Resultado - Aula Pratica

Extracao de DNA e PCR com primer universal FF390/ FFR1 (18S rRNA)

v’ Amostras: 1 kb plus - padrio de
1. Colbniaisolada de Fusarium sp. tamanho molecular
2. Colb6nia isolada de Macrophomina phaseolina

3. Semente de milho pré-incubada com crescimento de Fusarium sp. bp

4. Semente de soja sem incubacao com sintomas de mancha purpura o

5. Controle negativo — agua livre de DNAse R

M. Marcador de tamanho molecular — 1 kb plus

Gel de agarose a 1%

1 1,000
. 650 -
= Todas as amostras mostraram i e
— resultado positivo, porém a 400 -
— confirmacio deve ser feita com il
300bp — S sequenciamento do produto do o

PCR 100




PCR Digital

v’ Utiliza o mesmo principio da qPCR

v’ Utilizado para detecdo e quantificacdo de alvos especificos
v Quantifica eventos raros

v' N3o ha necessidade de curva padrao
v’ Capacidade de multiplex — até 5 alvos

v' A amostra é particionada em micro compartimentos individuais

mm Target of interest
mm Background DNA

) ne

—
—




PCR Digital

RN

Amostra original + Particionamento + Deteccao de Quantificacao absoluta
ingredientes da gPCR PCR fluorescencia (distribuicdo de Poinsson)
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PCR Digital

Problemas:

v’ Limite de particilas detectadas
Nanoplacas de 96 amostras: 8,5 mil particoes

Nanoplacas de 24 amostras : 8,5 ou 26 mil particoes
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Comparison of Droplet Digital PCR and
Quantitative PCR Assays for Quantitative
Detection of Xanthomonas citri Subsp. citri

Yun Zhao®, Qingyan Xia®, Youping Yin, Zhongkang Wang*
School of Life Science, Chongqing University, Chongqing, 400030, China

@ These authors contributed equally to this work.
* w-zk@163.com
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Fig 5. Inter-assay CV% of the qPCR and ddPCR assays. Samples B-1 and B-2 are bacterial suspensions in high concentration. Samples P-1-P-6 are
positive plasmid DNA; among them, P-1 and P-2 are of high concentration and P-3 —P-6 are of low concentration. Histograms indicate the average copy
number of each sample In log 10 scale. Lines show the trend of variation of CV of the g°PCR and ddPCR assays with repeated tests of diverse sample
concentrations. The ddPCR assay is more precise compared to the gPCR assay for quantification of Xcc, especially for low target concentrations
(numerical data supporting Fig 5 are given in S3 Table).




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

v'Alta especificidade, eficiéncia e rapidez

v'Técnica robusta e de baixo custo

v’ Amplificacdo isotérmica — Unica temperatura (60 a 65 °C)
v'"N3o demanda equipamentos complexos — banho maria
v'"Menos sensivel a inibidores de reacdo

v’ Amplificacdo por fotometria — alteracdo na coloracdo da solucdo —

diagnostico visual




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Varia¢oes da PCR:

v'Utiliza-se 2 ou 3 pares de primers
Polimerase:

v’ Alta capacidade de deslocamento de fita
v’ Alta atividade de replicacdo

v’ Bst - Bacillus stearothermophilus

Componentes necessarios:

*Amostra de DNA a ser testada;

*Pares de primers -2 ou 3

*Enzima Bst polimerase;

*Nucleotideos (dNTPs);

Solugdo tampado, dgua e cloreto de magnésio.




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Primers:

v’ 1 par de primers internos (sdo os mais utilizados)

BIP
FIP\

v’ 1 par de primers externos

— Bst: capacidade de deslocar a fita de DNA

R




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

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

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




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Momentos da reac¢ao:

1) Producao inicial do alvo

2) Ciclagem e amplificacao

3) Elongacao e reciclagem
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exponential amplification



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

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

RT-LAMP

v Virus de RNA
v Mesmo raciocinio
v RNA é o material inicial

v Necessidade de transcricdo reversa antes




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

v Turbidez por acimulo de pirofosfato

Phenol red, 40 uM in cell culture medium (DMEM)

Yy ¥ 3 7 9%

6,5 6,6

v' Mudanca de coloracdo por indicador de PH mmp == = = -«
FrYvvy
rYvev iy
pH 7,3 74 75 76 7.7 8,0




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Deteccao do Resultado

v' Agentes fluorescentes - SYBRGREEN




Meétodo de deteccao visual utilizando SYBR Green

(A) Reacao de LAMP para detecgao do ToCV. 1: tomateiro infectado; 2: pimentao

infectado: tomateiro sadio; 4: agua. (B) Reacao de LAMP para detec¢ao do ToSRV
(1: DNA de um inseto virulifero, 2: RCA de um inseto virulifero, 3: DNA total de

tomateiro infectado com ToSRV, 4: inseto avirulifero, 5: tomateiro sadio, 6: agua.

Tatiana Mituti
Lab. Virologia Vegetal - ESALQ/USP




Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

v Problemas:

Contaminacao cruzada da amostra

.2

[

v

v

Amostra positiva  Amostra negativa Amostra positiva  Amostra negativa
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LAMP primer designing software
*

PrimerExplorer

PrimerExplorer R =g _?\
Bl bt Pt 55 PrimerExplorer is a primer designing " *
‘

software specifically for LAMP,
a novel gene amplification method.

-
4

New version with enhanced operability
PrimerExplorer V4 EJ || PrimerExplorer VS £l

Please click for software nformatios Please click for software information
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