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RESUMO

a precisao sensibilidade €
jologia molecular, fazem com que as mesmas

e apiicabiiidada na Fitopatologia, indo muito além de
onhecimento taxondOmMIco € filogenético de determinado
da sua deteccao NnO hospedelro, no vetor ou €m
de fitopatogenos, como explorados na parte 1
orda como tais técnicas podem S€l inseridas em
diferentes areas da Fitopatologia, como na epidmnicﬂegiaj na indexagao de
material propagativo (sementes OU partes yegetativas), Da quarentena, NO
controle biologico, NO desenvolvimento ' es as doengas,
itoramento de iransferéncia de gene stigagao das interacoes

do patdgeno com a planta ou com 05 vetores, bem como e
funcdes de determinados genes, NO estudo da resisténcia dos fitopatogenos aos

pesticidas. Todo €ss€ conhecimento pmssibilitarfi uma maior compreensao do
processo doenca, permitindﬂ que medidas de controle ef1cazes sejam adotadas

de forma rapida e eficiente na atualidade ou em futuro muito proximo.

A ampla versatilidade, aliada com

rapidez, das técnicas da b

tenham grand
pﬂssibiiitar 0 maior ¢
fitopatogeno Ou mesmo
Organismos de transmissao

dessa tevisao. A parte 11 ab

SUMMARY

CURRENT AND FUTURE USE OF MOLECULAR BIOLOGY IN
PART Il - DIVERSITY OF APPLICATION

PHYTOP ATHOLOGY.
The broad versatility of molecular biology techniques, associated
the applicability of these

with accuracy, sensitivity and rapidity, enable
( review has covered the

techniques 10 plant pathology- part 1 of the presen
atilization of mO echniques tor better understanding plant
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pathogen taxonomy and phylogeny, as well as for detection of plant
pathogens in hosts, vectors or in transmission agents. Part II focuses on the
employment of these techniques in different fields of plant pathology, such as
indexing of propagating material (true seeds or vegetative tissues or organs),
quarantine, biological control, development of disease-resistant cultivars,
monitoring of gene transfer, epidemiology, the study of plant pathogen
resistance to pesticides, investigation of pathogen interaction with plant or
vectors, and elucidation of certain gene functions. This knowledge will enable
a major comprehension of disease as a process, allowing the adoption of rapid
and efficient control measures, at present time or in the near future.

INTRODUCAO

As técnicas de biologia molecular tém dado uma contribuicdo para
a Fitopatologia que extrapolam a possibilidade de obter maior conhecimento
taxonomico e filogenético de um determinado fitopatdgeno ou mesmo da sua
deteccao no hospedeiro ou no vetor. Atualmente, além da elucidacdo do
agente causal da doencga, os métodos moleculares revestem-se de importancia
em virtude de viabilizar um grande nimero de linhas de pesquisa dentro da
Fitopatologia. Por exemplo, permitem diferenciar estirpes patogénicas das nio
patogénicas, assim como identificar genes envolvidos na patogenicidade,
separar organismos quarentendrios daqueles ndo quarentendrios, detectar de
modo rapido e preciso os fitopatdgenos, mesmo quando estiverem presentes
em baixos niveis. Além do que, o estudo das intera¢des de fitopatégenos com
seus hospedeiros (plantas e vetores) bem como o estudo das fungdes dos
genes, constituem-se num campo de pesquisa muito atraente e de grandes
perspectivas comerciais.

Na presente revisdo (parte II) serdo abordadas as formas como as
técnicas de biologia molecular podem ser inseridas em diferentes dreas da
Fitopatologia, como na epidemiologia, na indexagido de material propagativo
(sementes ou partes vegetativas), na quarentena, no controle biol6gico, no
desenvolvimento de cultivares resistentes aos patdgenos, no monitoramento
de transferéncia de genes, na investigagao das intera¢des do patégeno com a
planta, com os vetores ou com organismos de transmissio, na elucidagio das
funcoes de determinados genes, no estudo da resisténcia dos fitopatégenos aos
pesticidas. De modo algum, esta revisdo pretende esgotar qualquer dos
topicos abordados, visto a quantidade de informacao disponivel referentes aos
Mesmos; a mesma procura apenas ressaltar a enorme diversidade de aplicacdo
das técnicas moleculares na Fitopatologia.
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DETECCAO DE PATOGENOS EM MATERIAL
PROPAGATIVO

[niciar um cultivo com material propagativo livre de patégenos €
recomendacdo bdsica na agricultura. Quando nao se procede desta forma, tziis
materiais constituem-se em excelente meio de manutenqﬁﬂr e de propagacdo
de fitopatogenos, possibilitando a sua intliqdu(;ﬁﬂi em é£335 indenes, mesmo a
longas distancias. Além disso, por possib111tgr a Enfgcgao da cultura ja na sua
fase inicial, podem acarretar danos consideraveis. Dt_:ssel mo@o, fontes
primérias de inéculo, como sementes e propdgulos vegetativos jmf'ectades,
devem ser pronta e corretamente detectadas. Outra necessidade € dispor de
material de propagac¢io sadio para intercimbio de germoplasm_a. Coptuc{o, em
muitos casos. a detecciio de patégenos nesses materiais € dificil dewdo{a falta
de testes adequados, a concentragcao dos mesmos estar abaixo do nivel de
detec¢do de tais testes ou ainda por ser demorada, quz{ndt_) envolve testes
biolégicos. Serdo citados alguns exemplos de como as tecnicas moleculares
sio sensiveis em detectar fitopatdgenos, de forma rapida e segura, em partes
vegetativas e sementes, para fins de propagagao ou fins quarentenarios.

SEMENTES

O maior problema no cultivo do manjericio ¢ Fusarium

oxysporum f. sp. basilici. Considerédvel potencial para a contaminagao _cla solo
e reinfestagio através de sementes infectadas fazem com que medlda§ de
controle, como a desinfestagao do solo, sejam apenas pﬂl‘Clall‘I‘l@I‘]tE& efet-wais,
necessitando de técnicas rdpidas e sensiveis para a detecgao e d1fefencu.1c;ao
das formas saprofiticas e antagonistas. Lotesﬁ (_le sementfs' tem 31d?5-
descartados pela impossibilidade de diferenc.iar' biotipos patogenicos dos nao
patogénicos através de observagoes morfoldgicas ou pelo crf:';smmento em
meio de cultura. Por outro lado, inoculagdo em planta holspedelra pc}dle: levar
de trés a quatro semanas para fornecer O resulta@a. Tal§ problemas f?rgdm
contornados pelo uso de RAPD-PCR, permitindo dlferenma? de modo rapido
e preciso F. oxysporum f. sp. basilici de outras formae speciales e de esurpef;
nio patogénicas de F. oxysporum (Chiocchetti et al., 1999). Por essa mesma
técnica foi detectada Alfernaria radicina em lotes de sementes de cenoura
mesmo com taxas de infestacdo natural tdo baixas quanto 0,3 %_. Em lotes
preparados com quantidades conhecidas de sementes infe:stadas, foi cletect%do
o patégeno com taxas de infestacdo de 0,1% (Pryor & GlleI‘tSOH: 2001). m
ensaio baseado no PCR detectou especificamente Rhynchosporium secalis,
em sementes de cevada, em quantidades do patégeno tao pequenas como l a
10 pg. Este método requer apenas um dia para ser concluido, contra os 10 dias

L
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necessarios para© método cultural (Lee et al., 2001a).

Pela técnica de PCR, seguido da RFLP, Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria (sin. X. campestris pv. vesicatoria) associada a sementes de
tomate e de pimentdo pdde ser detectada, em concentragdes de 10° a 10°
ufc/ml, sendo que este (este foi considerado, no minimo, 1000 vezes mais
sensivel que ELISA. O procedimento baseado na amplificacao e analise de
fragmentos relacionados ao gene hrp foi especifico a detecgao de 1solados
patogénicos (Leite Jr. et al., 1995). Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola
(sin. Pseundomonas syringae pv. phaseolicola) ¢ submetida a rigidas leis
quarentendrias em diversos paises. Testes tradicionais tém falhado em
detectd-la em lotes comerciais de sementes de feijdo; no entanto, quando esses
mesmos lotes foram testados por PCR, a bactéria foi inequivocadamente
detectada (Prosen et al., 1993).

Elementos presentes em copia Gnica em DNA cromossomal,
codificando fatores essenciais a patogenicidade e biocontrole, sdo alvos ideais
ao desenvolvimento de sondas, pois o organismo alvo é definido de maneira
dnica (Hartung, 1997). Tal abordagem foi usada, por exemplo, para o gene zox
(phaseolotoxina), especifico a P. savastanoi pv. phaseolicola. A eficiéncia
desse teste em extratos de sementes de feijao foi incrementada pelo bio-PCR,
sendo esta uma metodologia sensivel ao diagndstico de rotina do patogeno em
sementes e em trabalhos de quarentena. Entre as vantagens do bio-PCR sobre
o PCR tradicional estd a eliminacéio de resultados positivos devido a presenga
de células mortas que podem estar presentes nas sementes (Schaad et al.,
1995). |

O principal modo de transmissdo de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis é por meio de sementes e de mudas infectadas. Em
plasmideos de uma estirpe dessa bactéria foram identificados o gene pat-1
(envolvido com patogenicidade) e o gene celA (que codifica uma
endocelulase). Por hibridizag¢io do tipo “Southern” com a sonda celA, seguida
por RFLP, foram diferenciadas cinco subspécies de C. michiganensis,
enquanto a sonda pat-1 distinguiu estirpes virulentas das avirulentas de C.
michiganensis subsp. michiganensis. Teste de PCR com oligonucleotideos
derivados da regido do gene par-1 viabilizou a detecgdo de C. michiganensis
subsp. michiganensis em tecidos de plantas e em sementes de tomateiro
(I’)I"EIE,I' et al.,, 1995). Audy et al. (1996) desenvolveram um procedimento
rdpido e sensivel através de PCR para a detecgdo simultinea de AX.
axonopodis pv. phaseoli (sin. X. campestris pv. phaseoli) ¢ P. syringae pv.
phaseolicola, sendo este um método promissor para diagnose em sementes,
em escala comercial, visto que poucas sementes infectadas por esses
patogenos podem iniciar uma epidemia.

R As sementes constituem a principal fonte de infec¢dao do Cucumber
mosaic virus (CMV) em tremoco. Embora ELISA seja o método usado mais
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corriqueiramente para detectd-lo, testes mais sensiveis, capazes de detectar
niveis tio baixos como préximos a 0%, sao desejados. Dois métodos de
extracdo viral foram testados, os quais foram seguidos de RT-PCR: um
procedimento rapido, que foi efetivo quando o total de sementes infectadas foi
igual ou superior a 0,5% e um procedimento mais laborioso, que foi capaz de
detectar infeccdo entre 0 % a 1%. Desta forma, o CMV pdde ser detectado
por RT-PCR, em testes de rotina, nos cotilédones e no embriao e,
freqiientemente, dentro ou sobre a testa (Wylie et al., 1993).

A deteccio do RNA de virdides em sementes individuais também
foi demonstrada ser efetiva; para isso foram utilizadas sementes verdadeiras
de batata e de Coleus, estas pesando em torno de 300 ug cada, tendo sido
necessdrias apenas duas horas para processar 50 amostras (Singh et al., 1994).

Sondas marcadas com digoxigenina foram usadas para a diagnose
de rotina de CMV, PVY, Alfalfa mosaic virus (AMV), Tomato spotted wilt
virus (TSWV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) e Tomato mosaic
virus (ToMV) em plantulas de tomate, visando a certificagdo fitossanitaria,
permitindo a andlise de 400 a 500 amostras por dia, as quais representavam
aproximadamente 1,15 milhdes de plantulas de tomate (Saldarelli et al.,

1996).

ELEMENTOS DE PROPAGACAO VEGETATIVA

O emprego de PCR tem se consagrado na diagnose de bactérias em
material de propagagao assexuada. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis
é disseminada principalmente por manivas infectadas assintomaticas, sendo
alvo de medidas fitossanitdrias quarentenarias internacionais. Como
conseqiiéncia, o intercimbio de germoplasma de mandioca é limitado e ocorre
apenas através de sementes ou de material propagado in vitro (Lozano, 1986).
Assim, técnicas sensiveis de diagnose sao necessarias para evitar a introdugao
do patégeno em regides livres da doenca. A partir da clonagem e
seqilenciamento de um gene de patogenicidade de X. axonopodis pv.
manihotis foi desenvolvido PCR, permitindo detectar o patogeno tanto em
material de propagagdo vegetativa como em sementes de mandioca (Verdier
et al., 1998).

A partir de uma estirpe de C. michiganensis subsp. sepedonicus
foram isolados trés fragmentos de DNA de copias dnicas, utilizando
hibridizagio de subtragio e o DNA de Rhodococcus fascians, C.
michiganensis subsp. insidiosus e de C. michiganensis subsp.
michiganensis, desenvolveu-se um método de PCR especifico e sensivel para
a deteccio de C. michiganensis subsp. sepedonicus em tubérculos de batata
(Mills et al., 1997). Bio-PCR demonstrou aplicabilidade na deteccdo de C.
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michiganensis subsp. sepedonicus, em tubérculos de batata, através de
oligonucleotideos especificos e sonda fluorescente para detec¢io via TagMan-
PCR (Real-time-PCR) (Schaad et al., 1999). O uso de PCR marcado com
digoxigenina aliou a sensibilidade proxima ao do nested-PCR com a
simplicidade de ELISA e permitiu detectar C. michiganensis subsp.
sepedonicus em tubérculos de batata sem sintomas (Lee et al., 2001b).
Hartung et al. (1996) relatam que IC-PCR ("Immunecapture - Polymerase
Chain Reaction") foi 100 vezes mais sensivel que nested PCR, sendo que a
sua sensibilidade, velocidade e especificidade podem torni-lo um ensaio
largamente utilizado em dreas onde X. axonopodis pv. citri é endémica e
programas de limpeza clonal tenham iniciado, bem como em programas de
quarentena.

Nao hi evidéncias de transmissio de fitoplasmas por sementes, mas
0s mesmos podem ser disseminados por propagac¢ao vegetativa e enxertia.
Montano et al. (2001) demonstraram, pela primeira vez, a presenca de
fitoplasma em secgdes de chuchu-semente oriundas de plantas com
superbrotamento, através de PCR e nested PCR. Foi avaliada a viabilidade de
utilizar nested PCR rotineiramente em programa de quarentena para detectar
fitoplasmas em estacas dormentes de drvores frutiferas. Fitoplasmas
associados a cinco doengas foram detectados em todas as amostras conhecidas
como infectadas. Tal método substituiu a indexagdo por enxertia, que levava
aproximadamente trés anos para dar resultado (Waterworth & Mock, 1999).

Meloidogyne chitwood ¢ M. fallax sio considerados organismos
quarentendrios em varios paifses; porém M. hapla, que ndo é considerado
praga quarentendria, estd freqiientemente associada as mesmas sob clima
temperado. Morfologicamente, as trés espécies sio muito parecidas, de modo
que teécnicas simples e seguras sd3o necessdrias para identificd-las
(Castagnone-Sereno et al., 1999). A separagio dessas espécies foi possivel
com técnicas baseadas em PCR (Zijlstra, 1997) e com sondas de DNA satélite
(Castagnone-Sereno et al., 1999).

A aus€ncia ou a incidéncia muito baixa de viroses é um pré-
requisito na produgdo de batata-semente, sendo a indexacdo realizada
principalmente por ELISA. Por esse teste ¢ dificil detectar viroses diretamente
nos tubérculos, necessitando, em muitos casos, que 0s mesmos sejam
induzidos a brotar. Isso torna o teste mais demorado, requerendo no minimo
cinco a seis semanas, além de exigir espago fisico para a manutencdo dos
mesmos, 0 que aumenta os custos do diagndstico. Técnicas moleculares tém
permitido sucesso na deteccdo de viroses diretamente de tubérculos nio
brotados. Sondas marcadas com digoxigenina mostraram-se adequadas a
deteccao do Potato leaf roll virus (PLRV) em tubérculos dormentes, tanto em
amostras coletadas na regido das gemas como entre 0s mesmos, nao havendo
reagao cruzada com outros virus que infectam batata (Loebenstein et al.,
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1997). Diversos testes baseados no R"[‘—P(}R tém detectado Potato virus Y
(PVY) € PLRV em minitubérculos e tubérculos dormentes (Schoen et al.,
1996: Singh & Singh, 1996). | |

A batata-doce é cultivada a partir de ramas, as quais quando
infectadas com Sweet potato feathery mottle virus (SPEFMYV), treqiientemente
nio exibem sintomas. Abad & Moyer (1992) detectaram SPFMV enll'ramas
de batata-doce usando sondas marcadas radioativamente, enquanto Brioso et
al. (1996) detectaram fragmento especifico do S‘PF‘MV por RT-P(;R. s

Algumas estirpes de CMV que infectam bfﬁlﬂﬁﬂﬁlra nao sao
transmitidas mecanicamente e nem detectadas por sorologia, Fom?ndo-,se um
problema, na diagnose, Visto que O germoplasma da bananeira €, em geral,
indexado por ELISA. Utilizando RT-PCR, Figueiredo et al. (2001) detectaram
uma estirpe do CMV, a qual ndo ¢ detectada por ELISA. | .

A indexacido de virus por testes biologicos, em diversas frutm?:*as
lenhosas, pode levar de meses a anos. Os testes somléglcios, uma alterrjatwa
para a indexagdo bioldgica, sdo limitados ao curto periodo _da estacdo de
crescimento e, aparentemente, sdo inadequados para tecidos lenhosos
dormentes. RT-PCR foi eficiente na deteccdo de viroses nessas plantas,
podendo ser interessante O seu usO €m programas de quarentena ou de
erradicaciio de viroses (Marinho et al., 1998). O uso de gemas como fonte de
RNA viral permite a detecgo de rotina, por RT-PCR, de diversas viroses em
macieira, pereira, pessegueiro e videira durante Fodo 0 ano, nao se
restringindo aos meses em que folhas e flores estdo disponiveis (MacKenzie
et al., 1997). | .

Na Franca, Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV) f’Dl‘ detectado
por RT-PCR e/ou imunoensaio, em servico de quarentena, em varliedades de
cana-de-acticar importadas de diversos paises, incluswel dq Brasil. Mesmo
naqueles toletes previamente tratados com agua quente, t?cmca recomendada
para 0 movimento seguro de germoplasma de cana-de-agucar, SCYLYV estava
presente (Chatenet et al., 2001).

Expressivo crescimento no intercambio de genn?plasma de plantas
ornamentais tem sido relatado. Muitas destas espécies sao propagadas por
partes vegetativas. Em tais 6rgdos, nem sempre € possivel_ detect_:ar, Por
sorologia, ISEM ou testes bioldgicos, os patdgenos a eles assomados.}?so tem
sido registrado para Iris severe mosaic virus (ISMV) em bulbos de iris (Van
der Vlugt et al., 1988) e Bean yellow mosaiv viruc (BYMV) em bulbos de
gladfolo, mesmo que os mesmos tenham sido facilmente detectados
sorologicamente em amostras foliares. Foi observado que folhas com alta
concentra¢do de BYMYV desenvolveram-se a partir de bull?os de gladlol? nos
quais nao havia sido detectado o virus por teste sorolﬁgwo. A d?tecgao na
parte reprodutiva é importante para fornecer estoques livres de virus, sendo
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que com a padronizacao do RT-PCR foi possivel detectar BYMV diretamente
dos bulbos (Vunsh et al., 1991).

Utihzando sondas marcadas com digoxigenina, Singh et al. (1994)
detectaram estirpes fracas e severas do PSTVd em tubérculos dormentes de
batata, com sensibilidade compardvel a obtida nas amostras foliares. Apple
scar skin viroid (ASSVd), Dapple apple viroid (DAVd) e Pear rusty skin
viroid (PRSVd) tém sido usualmente detectados através de enxertia em
cultivares sensiveis. Como, na maioria dos casos, a infec¢cdo produz somente
manchas no fruto e ndo sintomas foliares, esses testes demoram de trés a
cinco anos, pela necessidade de produzir frutos para expressar a infeccdio. O
uso de sondas permitiu a detec¢do dos mesmos em amostras foliares, com
considerdvel redu¢do no tempo necessario a diagnose (Podleckis et al., 1993).

CONTROLE BIOLOGICO

O controle de fitopatégenos através de agentes biolégicos constitui-
se em excelente alternativa ao uso de pesticidas. As técnicas moleculares
mostram-se como importantes ferramentas para auxiliar na distincdo dos
possiveis agentes de biocontrole daqueles fitopatogénicos.

A crescente utilizac@o de isolados antagonistas de F. oxysporum na
protecao de materiais de propagacdo vegetal requer a identificaciio precisa do
agente de controle. O procedimento mais adotado € o crescimento do fungo
em meio seletivo, 0 que ndo permita discriminar F. oxysporum patogénico de
nao patogénico, além de ser economicamente impraticdvel testar cada isolado.
Em sementes de tomate e de pimentdo essa discriminacio foi possivel
utilizando RAPD-PCR (Chiocchetti et al., 1999).

Nas condi¢bes brasileiras, o parasitismo de ovos de Heterodera
glycines por fungos de solo ¢ de extrema importincia para a sua reducio
populacional. Varias espécies de fungos tém sido encontradas associadas aos
ovos ¢ cistos de H. glycines, sendo as espécies do género Fusarium as mais
comuns. Por outro lado, plantas de soja t€m sido infectadas por F. solani,
agente da podridao vermelha da raiz (PVR). As poucas caracteristicas
taxonOmicas (morfoldgicas e fisiologicas) tornam dificil a diferenciac@o entre
isolados de uma mesma espécie de Fusarium. O uso de marcadores
moleculares RAPD provou ser uma ferramenta promissora (Silva et al.,
2000b). Nesse trabalho os autores separaram em trés grupos F. solani que
parasita ovos de nematdide e ndao patogénico a soja; F. solani causador da
PVR e, no terceiro grupo, isolados de F. oxysporum. Foram identificadas
bandas especificas para cada grupo, o que poderd facilitar o estudo da
dinamica populacional de isolados de F. solani, benéficos ou prejudiciais a
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cultura da soja. | Bl
A bactéria Pasteuria penetrans tem demonstrado grande potencial

como agente de controle bioldgico de nematéidc§ _ formadore§ .de galha.
Anderson et al. (1999) realizaram a primeira analise 'fﬂllogenetlca desses
parasitas de nematdides fitopatogénicos, explorando a regiao 16S rRNA. ISED
forneceu uma base genomica para estabeﬁlecer 0 relamon'ti_ment? & CUII]P?I‘-_BQ&O
de espécies de Pasteuria parasitas de diferentes nematéides htqpatpgemcqs.
Além disso, a comparacdo das seqiiéncias 16S I‘DNA de P. thornei, parasita
de Pratylenchus spp., e de P. nishizawae, parasita de Heterodera spp. e de
Globodera spp., pode ajudar a definir evolutivamente os hospedeiros
preferenciais das mesmas. | ! |

Diferentes espécies de Trichoderma estao entre 0s mals
promissores agentes de biocontrole e tém atividade contra uma amp_la faixa de
fungos fitopatogénicos. O micoparasitismo € considerado um importante
mecanismo de controle biolégico dessas espécies e, provavelmente, depende
da producdo de enzimas liticas, como _quitinases, [?i— ,3-glucanases e
proteases. Transformantes de 7. longibrachiatum com copia extra do gene
egll, que codifica para EGL1 B-1,4-endoglucanase, demonstrar?m em relagdo
ao tipo selvagem, nivel significantemente superior de expressao desse geng.
Quando sementes de pepino foram tratadas com esses transformantes e
semeadas em solo infestado com Pythium ultimum, obscwou-ge que os
mesmos foram mais supressivos que o tipo selvagem, reduzindo a mc1demm
de tombamento (Migheli et al., 1998). Do mesmo modo, trans-formante?s de T.
harzianum super-expressando uma quitinase foram mais efetwos em inibir 0
crescimento de Rhizoctonia solani que o tipo selvagem (Limén et al., 1999).
O aumento da atividade de biocontrole por T. harzianum obtida pela super-
expressao do gene prbl, que codifica uma proteinamj: (Flores et al, 19?7‘)
reforca a idéia da necessidade da mistura de varias enzimas para eficiente lise
da parede celular, nas interagdes patégeno-micoparasita, o que Podgna ser
obtido pela transformagio de uma estirpe de biocontrole com mulnplns genes
codificantes de enzimas liticas ou pela combinagio de antagonistas com
atividades enzimdticas especificas (Migheli et al., 1998).

Espécies fluorescentes de Pseudomonas produtofas de 24-
diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG) tém acao contra diversos fungos causador-es:
de tombamento, podridio de raiz, murcha e mal do pé (Gardener et al., ?001,
Mavrodi et al., 2001). Foi desenvolvido um ensaio de PCR para caracterizar a
abundancia e a diversidade dessas populagdes, tendo como alvo o phiD. gene
essencial i biossintese do 2.4-DAPG. Anilise por RFLP da 'SF:qﬁenC-la
amplificada permitiu a determinagio direta dos genotipos maisl eﬁglentes na
producdo de 2.4-DAPG, acreditando-se que a rapida caracterizacao t}essas
populagdes aumentard o entendimento dos seus papéis na supressao de

-
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doencas de raizes (Gardener et al., 2001). A diversidade dentro do gene phlD
de isolados produtores de 2,4-DAPG foi analisada por RFLP. Grupos
definidos por RFLP correlacionaram-se intimamente com grupos definidos
por BOX-PCR, indicando a adequabilidade do phlD como marcador de
diversidade genética ¢ estrutura de Pseudomonas produtoras de 2,4-DAPG
(Mavrodi et al., 2001).

O gene pupA, presente em copia unica no DNA cromossomal de
bactérias, codifica uma proteina da familia pseudobactina de sideroforos
férricos. Esse gene foi clonado a partir de Pseudomonas putida e usado
como base para sondas de DNA e testes de PCR. Essa abordagem apresenta
utilidade potencial a identificacio de estirpes com potencial para o
biocontrole, devido a presenca de diferentes pseudobactinas nesse género de
- bactérias (Hartung, 1997).

A estirpe P. chlororanhis PCL1391 controla a podridao da raiz e
do pé de tdmateiro causadas por F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici,
sendo a atividade de biocontrole mediada pela produgao de PCN. As estirpes
P. fluorescens 2-79 e P. aureofaciens 30-84, que produzem PCA, também
utilizadas no biocontrole, mas ndo para controlar essas doengas. O gene phzH{
foi mostrado ser requerido para a presenca de PCN, pois um phzH mutante da
estirpe PCL1391 acumulou PCA, sendo que a conversio de PCA a PCN
ocorre por reagdo catalisada pelo phzH. Mutagdo do phzH causou perda da
atividade de biocontrole, mostrando que o PCN € crucial ao controle de
podridao da raiz e do pé de tomateiro. A transferéncia do phzH para as
estirpes 2-79 de P. fluorescens ¢ 30-84 de P. aureofaciens permitiu que essas
produzissem PCN ao invés de PCA e, entdo, suprimissem F. oxysporum f. sp.
radicis lycopersici. Desse modo, a introdu¢do de um unico gene pode
eficientemente extender a faixa de habilidade de biocontrole de estirpes
bacterianas (Woeng et al., 2001).

A prote¢do cruzada, em que a infeccdo prévia com um virus
(protetor) evita ou interfere com a infec¢do por outra estirpe ou espécie
intimamente relacionada (desafiante), pode ser aproveitada para uso no
controle bioldgico. O primeiro trabalho utilizando RT-PCR para identificar
ambos o0s virus, protetor e desafiante, foi realizado por Mahmood & Rush
(1999), com plantas de beterraba infectadas com Beef soil borne mosaic virus
(BSBMV) e Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV). Os resultados
{'evelaram alto grau de prote¢do reciproca entre esses virus, os quais sdo
intimamente relacionados mas sorologicamente distintos. O RNA, tanto do
protetor como do desafiante, em ambas combinagodes, foi detectado por RT-
PCR nas plantas duplamente infectadas, indicando a presenga do RNA do
virus desafiante nas plantas protegidas, embora a proteina capsidial do mesmo
nao tenha sido detectada por ELISA e “Western-blot”. Esses dados sugerem
que o RNA do virus desafiante foi incapaz de se traduzir na planta,
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suportando a teoria de que mecanismo(s) para evitar a infeccao envolva(m) a

proteina capsidial do mesmo. :
Buscando um maior entendimento do processo de protegao cruzada

comparagdes entre as seqiiéncias nucleotidicas de isolados protetores €
desafiantes tém sido realizadas, sendo que alguns exemplos ja foram citados
na parte [ dessa revisao (Brioso et al., 2001).

MELHORAMENTO VEGETAL

H4 muitos anos as plantas cultivadas vém sendo manipuladas
geneticamente pelo homem, por meio do melhoramento cldssico, no qual as
caracteristicas fenotipicas de interesse, determinadas por genes, Sao
transferidas a progénie através de cruzamentos (Brasileiro & Cangado, 2000).
J4 h4 vérias décadas melhoristas de plantas vém usando genes de resisténcia
(genes R) para controlar doengas de plantas. O isolamento de genes R fornece
a oportunidade para produzir variedades de plantas com aumento lde
resisténcia as doencas, podendo ser pelas técnicas de melhoramento classico
ou por aquelas que envolvem direta engenharia de plantas (Staskawicz et Elll.,
1995). A combinagao de métodos cldssicos de melhoramento com tecnologias
moleculares de analise gendmica abre uma nova perspectiva para a ampliacao
do conhecimento genético e permite aceleracao de programas de
melhoramento de plantas (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

MELHORAMENTO GENETICO CLASSICO

O primeiro trabalho utilizando PCR para avaliar resisténcia de
plantas a patogenos foi realizado por Takahashi et al. (1993), analisando
diferentes cultivares de arroz inoculadas com o Rice tungro bacilliform virus
(RTBV). Muitas das plantas quando testadas por ELISA apresentaram-se
como negativas, mas, quando submetidas ao PCR, confirmaram
indubitavelmente a presenga viral. Tais resultados demonstram a efetividade
do PCR para avaliar tolerancia ou resisténcia do hospedeiroh a patogeno,
podendo ser utilizado apos uma avaliacdo inicial, a qual poderia ser mesmo
por ELISA. _

A falta de um sistema preciso para selecdo de plantas resistentes
pode ser um obstdculo aos programas de melhoramento, fazendo com que 0s
mesmos evoluam lentamente. Este é o caso do melhoramento do tomateiro
visando resisténcia ao TYLCV, onde a selecao depende da expressao
fenotipica dos genes R e os sintomas atenuados exibidos pelos tipos selvagens
ou cruzamentos deles derivados impedem o seguro manejo de populagdes
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segregantes. No entanto, “squash blot” seguido de PCR foi considerado um
método adequado para testar amostras inconclusivas na selecio de novas
fontes de resisténcia ao TYLCV entre plantas assintomdticas de Lycopersicon
spp., permitindo diferenciar graus de resisténcia em acessos selvagens com
baixa concentragdo viral (Pico et al., 1999). Foi através dessas mesmas
técnicas que Vidavsky & Czosnek (1998) separaram individuos resultantes de
cruzamentos visando resisténcia ao TYLCV em resistentes (sem sintoma, sem
DNA viral) e tolerantes (sem sintomas, com DNA viral), mostrando que o
nivel de acumulagao viral nas plantas pode servir como um indicador de
resisténcia (Pico et al., 1999).

Técnicas moleculares podem antecipar a resposta dos trabalhos de
melhoramento, como no caso do patossistema cevada - Ustilago hordei que,
embora o fungo infecte a cevada ainda quando plantula, sdo necessarios de
dois a trés meses de crescimento da planta antes dos sintomas tornarem-se
visiveis. Inocula¢des resultam em infecgOes inconsistentes, mesmo em
linhagens altamente suscetiveis. Através de PCR, foi demonstrado que
algumas variedades tidas como altamente resistentes continham o DNA
fungico nas primeiras folhas, mas ndio nas posteriores. Entdio, embora o fungo
possa infectar ambas, cultivares suscetiveis e resistentes, nessas ultimas o seu
crescimento fica restrito e as plantas permanecem sem sintomas. Assim
sendo, a amostragem da quinta ou sexta folha pode ser a maneira mais
adequada para identificar plantas resistentes, ainda nos estidios iniciais de
desenvolvimento (Willits & Sherwood, 1999).

Uma potente ferramenta para auxiliar o melhoramento sio os
marcadores moleculares, os quais fornecem um nidmero ilimitado de
polimorfismos com base no DNA e sio independentes dos efeitos ambientais
e do estadio fisioldgico da planta, permitindo a identificagdo precoce e precisa
de individuos com uma melhor combinacio de alelos favordveis (Lanza et al.,
2000). Diferentes técnicas da biologia molecular tm sido empregadas com
sucesso para revelar classes distintas de marcadores moleculares, os quais tém
uma ampla aplicagdio no melhoramento de plantas, seja no melhoramento
classico ou no transgénico (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Um dos usos mais
comuns dos marcadores moleculares em programas de melhoramento vegetal
¢ para selecionar genétipos com genes R as doengas, os quais podem ser
‘usados para desenvolver cultivares resistentes, bem como para monitorar a
transferéncia de genes especificos de uma cultivar para outra. Por exemplo, o
fungo Phaeoisariopsis griseola., agente causal da mancha angular do feijoeiro,
€ altamente varidavel. Desse modo, os programas de melhoramento dependem
do estudo dessa variabilidade e da identificacdo de novos genes R que
precisam ser transferidos as cultivares comerciais. Utilizando RAPD foi
analisada a geracio F2 do cruzamento entre cultivar resistente e cultivar
suscetivel a P. griseola. Foram observadas trés bandas polimorficas em todas
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as resistentes e ndo nas suscetiveis. Quando foretm defsenhados
de uma dessas bandas, o polimorfismo nas
r RAPD (Sartorato et al.,

as plant |
oligonucleutfdeos a partir

amplificagdes foi idéntico ao revelado pelo marcado
- Alzate-Marin et al. (1999) utilizaram marcador mole‘c_lflar' RAPD
como método complementar na avaliagdo ‘v’i'SL’la.l de p]flEltaS mde 'Ielu.]oenrot!c:(;z
sintomas da antracnose, mas que seriam de dificil f:l_assqlcagao em suscetiv
ou resistentes, através de notas no sistema de classificagao. ’
Plantas de fumo (Nicotiana tabacum) contendo o gene Rk, que
confere resisténcia contra as ragas 1 e 3 d‘f—" M. incognila, mosgrandi re_spos}iec;li
hipersensibilidade a infecgao por nematfﬁlde e, usualme'rﬁl'te, nao gselgivofumo
galhas. Através de analise por RAPD foi mapeada a regiao genomica do
10 redor do gene Rk, obtendo-se seis marcadores, 0$ quais podem ‘ser
efetivamente usados para selecionar linhagens de fumo rem_stentes %os
nematéides formadores de galhas (Yi et al., 1998). O gene.Mz do tomate
confere resisténcia a M. incognita, M. javanicq.e M. arenaria. Marcadorceis
baseados no PCR foram desenvolvidos possiblht:aqdo a rapida dlagimse de
gendtipos  virulentos selecionados _nessas especies, sem necessitar da
realizacdo de varios experimentos de inoculagao (Xu et al., 2001)'. T
Seleciio assistida por marcadores fornece uma conveniente € }‘agl :a
avaliacdo para selecdo durante 0s programas de me]horar_‘nento, Isie_nzmltt]_n aorez
deteccio molecular de genes R. Para acelerzilr 0 desenv?lwmento e cu lz =
de trigo resistentes a giberela (¥ usarium gram:nearum}, ma'rc;l; or
moleculares ligados aos genes R tém sido identificados pel‘o uso de .lm agens
recombinantes derivadas de cruzamento entre E:ultwar resistente  a
disseminac@io deste fungo na espiga elcultivar suscetivel. Onzg rr:argador;s
AFLP apresentaram significante assomac;ﬁ_o com o gene de resisténcia d [.
graminearum, alguns deles podem ser uteis em programas del melhor‘amerillo
assistido por marcadores para resisténcia a este fungo em trigo (Bai et al,,

1999). :
A identificacio de uma variedade de genes R baseada na

conservacio da seqiiéncia de aminodcidos pode permutir a0s melht}'rlstafs
monitorar a segregacio desses genes utilizando soqc!as apropnadas.do 1?v?s
de testar a progénie para a resisténcia ou a suscetibilidade (Staskawicz et al.,

1995).
TRANSGENICOS

Os métodos de melhoramento genético cldssico c:sbarram,l por
vezes, em uma série de problemas, como redugdo da variabilidade g%netxca,
ligacdo génica, selecdo de caracteristicas poligénicas, mutacoes espontancas €
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incompatibilidade sexual, além do longo tempo necessdrio para transferéncia
de caracteristicas. Atualmente, o melhoramento de plantas pode recorrer as
modernas técnicas de engenharia genética para auxiliar na resolucio de
algumas dessas limitagdes (Brasileiro & Cangado, 2000). As plantas
transgenicas surgiram a partir da técnica de DNA recombinante. Podem ser
definidas como plantas obtidas por manipulagao genética, com incorporagiio
ao seu genoma de genes de outras espécies, mesmo daquelas que nfio se
cruzam sexualmente com ela, ou mesmo de genes provenientes de Organismos
geneticamente muito diferentes, como virus e bactérias (Cancado, 2000). Uma
vez incorporado no seu genoma e expresso de maneira estivel, o inserto passa
a fazer parte do patrimonio genético da planta, ndo alterando sua constitui¢o
genética global (Brasileiro & Cangado, 2000).

Um dos principais usos da biologia molecular na Fitopatologia,
principalmente no que se refere a fungéo de genes de um fitopatégeno ou ao
controle do fitopatégeno, foi o de permitir a introducio de caracteristicas
genéticas em um determinado organismo através da manipulacio direta dos
genes. Em Fitopatologia, o desenvolvimento de plantas transgénicas vem
sendo explorado na busca de resisténcia aos diferentes fitopatégenos. Devido
a0 seu genoma menos complexo, os fitovirus sdo os organismos mais
explorados com relagio a aplicagdo dessa tecnologia. Plantas transgénicas de
diferentes espécies botanicas, com resisténcia a virus, tém sido desenvolvidas
carregando, de um modo geral, diferentes seqiiéncias gendmicas ou genes
virais (capsideo viral, replicase viral, proteina de movimento, entre outros).
lais plantas t€m sido produzidas com resisténcia aos virus dos géneros:
Alfamovirus, Begomovirus, Bromovirus, Carlavirus, Caulimovirus,
Comovirus, Cucumovirus, Curtovirus, Harvirus. Polerovirus, Potexvirus,
Potyvirus, Tobamovirus, Tobravirus, Tombusvirus, Tospovirus (Resende,
1994).

No Brasil, os trabalhos com plantas transgénicas visando
resisténcia a virus (Begomovirus, Comovirus, Potyvirus, Tospovirus) tém
sido desenvolvidos em diversos Centros da EMBRAPA (CENARGEN.
CNPAF, CNPH), Universidade de Brasilia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro e Universidade Federal de Vicosa.

A transformacio de plantas com genes de defesa tem sido alvo de
muitos estudos nos ulltimos anos. Diferentes genes que fazem parte do
mecanismo de defesa foram clonados e introduzidos em plantas. Estratégias
COmO a super-expressao ou a supressdo de um gene permitiram a obtencdo
com sucesso de plantas transgénicas resistentes a diferentes patégenos. Como
exemplo, pode-se citar aquelas modificadas com genes que codificam para as
proteinas CF9 (proteina de resisténcia a Cladosporium fulvum, em tomate),
quitinases, glucanases, enzimas hidroliticas e enzimas que participam do
metabolismo secunddrio (Cordeiro & S4, 1999). O gene NIMI
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(“noninducible immunity™) é requerido para a ativagdo biologica fiqufmica de
resisténcia sistémica adquirida em Arabidopsis. A SUper-expressio dL NIMI
nessas plantas resultou em graus variados de remsténch}ama ldlferentff%
patégenos. Além disso, foi observado um aumento na ehcaenc_la d:a tres
fungicidas nas plantas transformadas, sugermd? que 4 combmagqo de
pesquisa transgénica e quimica pode levar a estratégias de controle efetivas e
duraveis (Friedrich et al., 2001). o

O primeiro exemplo de sucesso na geracdo de plantas transgenicas
capazes de detoxificar toxinas patogénicas envo]wje plantas de fumo e a
bactéria P. syringae pv. tabaci, a qual produz tabtoxina durante o proce.ssohde
colonizagio das plantas de fumo. A tabtoxina € desativada por acetllag:fm;
entdo, o gene responsdvel pela codificagio da enzima lfab.toxma
acetiltransferase foi transferido para as plantas de fumo com o objetivo de
conferir s mesmas tolerdncia a tabtoxina. As plantas transformadas (que
receberam o gene que codifica a enzima) ndo desenvolveram sintomas da
doenga, ou seja, as plantas tornaram-se resistentes a bactéria (Pascholati et al.,
1998). | |

Um dos usos da biologia molecular em Fitopatologia fo1 a
introduciio, em espécies vegetais suscetiveis, de genes que codificam
anticorpos especificos ao patégeno. Nessa linha, foi obtido algum sucesso
com plantas transgénicas na expressdo dos genes de defe§a a doengzi causada
por “mollicutes” (Fletcher, 1999). A partir de uma linha de células ,dﬂ
hibridoma, produtora de uma imunoglobulina direcionada contra uma proteina
(anticorpo monoclonal) de membrana do fitoplasma "stolburn”, Le Gall et al.
(1998) construiram um anticorpo "single-chain variable-fragment” (sckv)
funcional e especifico para o "stolburn”. O gene scFv foi clonado, expresso
em E. coli e usado para a transformagdo de plantas de fumo. O fumo
transgénico mostrou-se protegido contra a infecg¢do por fitoplasma, quando
enxertado em plantas infectadas, indicando a presenca da molécula schf no
tecido floemdtico. A utilizagdo de "plantibody" ou *“phytoantibody™ constitui-
se em alternativa promissora para o controle de fitoplasmoses, embora haja
necessidade de repeticio dos experimentos em larga escala (Garnier, 1997).
De maneira andloga, construiu-se um gene scFv a partir de anticorpos com
forte a¢do inibitéria contra Spiroplasma kunkeli, agente do enfezamento
palido do milho. O gene construido foi utilizado na transformagdo de plantas
de milho e expressou-se em ambas, células de calo transformadas e em
plantas regeneradas; entretanto, os anticorpos ndo conferiram resisténcia a
infeccdo pelo S. kunkeli nas linhas testadas. Nao obstante 0s resultados
desfavordveis na obtencdo de milho resistente, a hipdtese de que o gene scFv
pode ser empregado no desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes
nao deve ser invalidada (Chen & Chen, 1998). Segundo Fletcher (1999),
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dentre os desatios desses esquemas, encontra-se o de assegurar que anticorpos
anti-mollicutes expressos pela planta tenham o floema como alvo. Além
disso, seria apropriado procurar por fontes adicionais de resisténcia, em
parentais selvagens de plantas cultivadas e, até mesmo, em organismos nio
estreitamente relacionados.

No endereco eletronico  http://www.colostate.edu/programs/
lifesciences/transgeniccrops, pode ser consultada uma relagio atualizada de
plantas transgénicas com resisténcia a fitopatdgenos, em escala comercial.

EPIDEMIOLOGIA

As caracteristicas patogénicas e epidemioldgicas dos fitopatogenos
variam, necessitando ndo s6 da correta identificacio, mas também da
quantificagdo e distribui¢do para determinar a real importancia dos mesmos e
estabelecer as melhores estratégias de controle. Técnicas moleculares tém
contribuido de diferentes maneiras no estudo da dinimica das populacoes de
fitopatdgenos associados aos seus hospedeiros e vetores.

Freeman et al. (2001) trabalhando com o patossistema morango e
Colletotrichum acutatum, mostrou que mesmo plantas nio hospedeiras
podem servir como fonte potencial de inéculo e permitir a sobrevivéncia do
patogeno entre as estagdes. A especificidade e a gama de hospedeiros de C.
acutatum, isolado de morango, foram testados em pimentdo, berinjela,
tomate, feijao e morango. Embora o fungo tenha sido recuperado de todas
espécies testadas, sintomas foram observados em morango. Crescimento
epifitico e endofitico do fungo nas diferentes espécies foi confirmado, por
reisolamento a partir de tecidos foliares e por PCR. Ess fungo foi também
isolado de plantas daninhas assintomdticas e identificado por PCR. Assim,
embora cause doenga somente em morango, C. acutatum pode persistir em
muitas outras espécies de plantas.

O monitoramento de infec¢do latente e da colonizagio de plantas
pode ter importincia na avaliagio da infeccfio inicial, antes dos sinais
fungicos aparecerem, contribuindo para estudos epidemiolégicos e defini¢ao
de estratégias de controle das doencas. Produto de PCR foi obtido, mesmo em
plantas e em sementes de soja com infeccéo latente por Phomopsis longicolla
(Zhang et al., 1997). “Real-time PCR” (TagMan) é o unico método
atualmente  disponivel para quantificar a coloniza¢do inicial de

Phaeocryptopus gaeumannii, em abeto, no primeiro ano do processo de
colonizacdo, sendo que a quantificacio do fungo nas aciculas ja foi possivel
um mes apos a inoculacio inicial (Winton et al., 2002).

A aplicagdo de PCR nao se restringe ao diagnéstico de X.
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fastidiosa em citros, mas pode ser utilizada no monjlpramento da dilStl'lblll(;ﬁO
do patdgeno em plantas, mesmo naquelas assintomaticas (Coletta _F:lhho et al.,
1998). Através de DAS-ELISA e PCR foi dei_nonstrada a emst}enima de
translocamento de X. fastidiosa para o sistema radicular de plaﬁntas citricas e a
ransmissdo dessa bactéria através de enxerto natural}de_ raizes (He et al.,
2000). A hibridizacdo foi considerada como uma tecnica adequada_ para
avaliar a distribuicio de TYLCV ao longo de plantas de tomate, Perm].tmdo
detectar o virus até mesmo nas raizes, apos oito dias da inoculagio (Pico et
al., 1999). . '

Com a possibilidade de genes marcadores serem inseridos no
genoma flingico, diversos registros tém sido feitos da apl?c_ac;ﬁo do‘gene GUS
(B-glucuronidase), como marcador para detectar e quantificar a biomassz; ;ie
fitopatégenos em tecidos vegetais mfeftadog l(Green & J'er}sen, 1995).
Liljeroth et al. (1993) observaram correlagao positiva entre a atle’wdade GUS e
a biomassa ftingica, bem como com o tamanho das lesdes em raizes de ce.vada
infectadas com uma estirpe transformada de Bipolaris sorokiniana. 'ESIII"[JE,S
transformadas com o gene GUS podem ser monitoradas apds a sua liberagao
no ambiente, parecendo ser este um meio bastante promissor para estudos
ecolégicos, pois a enzima é muito estdvel e pode ser f_amlme_:nte analisada por
diferentes métodos, tendo atividade ausente ou muito baixa em plantas e
fungos ndo transformados. Explorando essa linha, uma estirpe de T.
harzianum transformada com o gene GUS foi usada como {narcador para
monitorar a presenca, o desenvolvimento populacional e a atl%’ldade de outra
estirpe de T. harzianum deliberadamente introduzida no ambiente (Green &
Jensen, 1995). ) )

A hipétese de que plantas hospedeiras exercem pressao de selecdo
nas populacdes do nematéide H. schachtii pode ser conﬁrrfnqda com a
utilizacdo de marcadores AFLP e RAPD. Diferengasl genotipicas foram
maiores entre nematdides presentes em plantas inais resistentes, que
possibilitam a menor reproducdo do patégeno. Os resultados enfftlzaram a
rapidez da selecdo induzida pelo hospedeiro nas p{}pulf{goes' desse
fitopatégeno e o potencial dos marcadores moleculares para identificar e
monitorar a variabilidade genética intraespecifica do mesmo (Kaplan et g].,
1999). Através de marcadores RAPD especificos para H. glycines, em soja,
foi possivel monitorar populacdes geneticamente distintas deste fitopatogeno
oriundas de diferentes regides do Brasil (Silva et al., 2000a). A estrutura
gendmica de uma populaciio natural de X. oryzae pv. oryzae foi analisada por
rep-PCR e RFLP. A diversidade de 10 dos 25 blocos foram significantemente
maior que a diversidade total da cole¢do no campo inteiro; porém, entre
blocos individuais as diversidades niao foram significantemente diferentes.
Andlise da diversidade genética em escala microgeogrifica fornece
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informacoes da variagdo de X. oryzae pv. oryzae numa escala mais fina, as
quais s@o uteis no desenho de experimentos para estudar efeitos da resisténcia
do hospedeiro na estrutura da populacdo dessa bactéria (Cruz et al., 1996). A
identificacdio da variabilidade genética e o entendimento das respostas das
populagdes dos f itopatogenos as plantas hospedeiras, potencialmente
auxiliarido na identificagdo de genes de resisténcia mais estdveis e possibilitam
a elaboracio de programas de manejo das doencas (Kaplan et al., 1999
Técnicas moleculares, como RFLP e “DNA fingerprints”, foram
usadas com sucesso para avaliar a variagao temporal, durante seis anos, € para
estimar o tamanho efetivo da populagao de Mycosphaerella graminicola na
ocorréncia de epidemias de septoriose na cultura do trigo (Zhan et al., 2001).
Os vetores tém papel prepoderante na ocorréncia ou nao de uma
epidemia. A presenca de diferentes fitopatogenos nos Seus respectivos
vetores. nas mais diversas combinagoes, tem sido possivel ser detectada de
forma rdpida e segura através de métodos moleculares (Brioso et al., 2001).
Como a presenca de um determinado fitopatogeno em outro organismo nao
significa necessariamente que este esteja atuando como Vetor, técnicas
moleculares permitem determinar o real "status" desses organismos COmo

vetores (Webb et al., 1999).

RESISTENCIA A PESTICIDAS

O desenvolvimento de resisténcia de fitopatogenos a0s pesticidas €
um dos principais problemas no manejo de doencas de plantas. Embora a
ocorréncia de patdgenos resistentes aos pesticidas, de um modo geral, seja
bem documentada, a base genética ¢ molecular da resisténcia ainda esta
obscura.

O principal mecanismo de resisténcia aos fungicidas corresponde a
alteragdes no sitio de acao do produto; sendo que em alguns fungos este
processo € controlado por genes maiores, resultando em resisténcia
qualitativa, enquanto em outros genes menores controlam vérios mecanismos
que, no conjunto, promovem resisténcia quantitativa. Diversos genes maiores
para resisténcia aos fungicidas benzimidazois, carboxanilidas, fenilamidas e a
kasugamicina foram isolados e caracterizados, tendo sido relatado que uma
simples mutagao em um desses genes leva a uma rapida ocorréncia de
resisténcia (Forcelini et al., 2001).

Para comparar a base da insensibilidade ao metalaxil por diferentes
isolados de Phytophthora infestans, foram realizados cruzamentos entre
icolados sensiveis e com niveis variados de insensibilidade, provenientes de
diferentes regides geograficas. Os modelos de heranca da resisténcia foram
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interpretados usando marcadores RAPD ligados a insensibilidade. Estudando
a ligacdo entre esses marcadores € 2 insensibilidade em cada cruzamento pela
analise por RAPD ou RFLP, acredita-se que 0 mesmo locus cromossomal
confere insensibilidade a isolados da Alemanha e do México; porém, um gene
numa posicdo cromossdmica diferente em relacdo a esses isolados for
responsdvel pela insensibilidade no isolado britinico. Marcadores de DNA
ligados aos loci da insensibi lidade ao metalaxil podem ter outras aplicagoes,
como serem usados para estudar o desenvolvimento e a dissemina¢do da
- sensibilidade nas populagdes ou para avaliar a predicta insensibilidade. Com
o auxilio de marcadores de DNA podem ser determinados se isolados
resistentes  homozigotos resultaram de “crossing-over” mitoticos ou de
mutacdes secunddrias em heterozigotos (Fabritius et al., 1997).

Estudos conduzidos por Schnabel & Jones (2001) mostraram que a
super-expressao do gene CYPSIAI foi significantemente maior em nove de
11 isolados de Venturia inaequalis resistentes ao fungicida miclobutanil,
sugerindo que este seja um importante mecanismo de resisténcia ao fungicida,
embora outros mecanismos de resisténcia também parecem existir. O gene
CYPSIAI foi completamente seqiienciado de estirpes sensiveis e resistentes
20 miclobutanil, mas nenhuma variagdo nucleotidica foi achada entre as
seqiiéncias. A andlise por PCR indicou que uma mutacio num par de bases
que estd correlacionada com resisténcia a fungicidas em isolados de outros
fungos filamentosos fol ausente nos isolados 19 S e 32 R de V. inaequalis. Os
resultados de segiienciamento e andlise de PCR sugerem que a resisténcia
nessas estirpes ndo foi devido a mutagao, mas que a alta expressao foi
correlacionada com a presenca de uma inser¢do de 553 pb localizada
anteriormente ao gene CYPS5IAI. Super-expressdao do gene CYP5IAI foi
também detectada em oito de nove isolados fingicos resistentes oriundos de

trés viveiros comerciais, mas a inser¢ao nao foi detectada na maioria desses
isolados. '

INTERACAO PATOGENO - HOSPEDEIRA

; O entendimento dos mecanismos de reconhecimento entre
patogenos e hospedeiros é uma das principais questoes da Fitopatologia. Uma
série de respostas decorre do encontro dos fitopatogenos € de seus potenciais
hospedeiros e envolve a liberagdo de sinais moleculares, reconhecimento e
transdugdo desses sinais, bem como a ativagdo de genes de defesa (Leite et
al., 1997). A interago entre uma planta e um patogeno pode ser dividida,
basicamente, em compativel (ocorre doenga) ou incompativel (nao ocorre

=

oenga), sendo que a principal diferenga entre ambas esta relacionada a

B
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presenca ou auséncia de um gene R na planta € de um gene de aviruléncia
(Avr) no patégeno (Cordeiro & Sa, 1999).

O primeiro gene K clonado de plantas, que estda de acordo com a
relacdo gene a gene, foi o Pto, em 1992, isolado de tomate e que confere
resisténcia contra as estirpes de P. syringae pv. tomato que carregam o gene
de aviruléncia avrPto (Staskawicz, 1995). Desde entdo, outros genes R tém
sido caracterizados. O gene -2 confere resisténcia ao tomate contra a raga 2
de F. oxysporum f. sp. lycopersici, a qual expressa correspondente gene de
aviruléncia avrl-2. Para elucidar a base molecular desta intera¢dao gene a gene,
foi gerado um mutante do fungo, que mostrou a esperada perda de
aviruléncia. Andlise por “Southern blot” demonstrou a translocacdo de um
cromossoma de 3,75 Mb no mutante, enquanto que analises RAPD e AFLP
identificaram, no minimo, nove polimorfismos entre o tipo-selvagem e o
mutante. A maioria desses polimorfismos aparecem como fragmentos extras
no mutante que contém seqiiéncias repetitivas de DNA (Mes et al., 1999).
Trabalho conduzido por Redondo et al. (2001) indicou que a habilidade para
quebrar a protecdo oferecida pelos genes R e para induzir sintomas severos
sdo fendmenos independentes.

LMV-0 e LMV-E sdo isolados de Lettuce mosaic virus (LMV), 0s
quais diferem na patogenicidade em cultivares de alface. Enquanto LMV-0
induz mosaico suave em plantas suscetiveis, LMV-E causa atrofiamento
severo, deformaciao foliar e mosaico necrotico. Em plantas carregando um dos
dois genes R (leI ou mol?), LMV-0 mantém-se parcialmente restrito as
folhas inoculadas, enquanto o LMV-E supera a prote¢ao fornecida pelos
genes R, resultando em mosaico sistémico. Andlise do comportamento de
recombinantes construidos entre os dois isolados revelaram que a proteina
HC-Pro de LMV-E induziu o atrofiamento severo e mosaico necrotico em
cultivares suscetiveis. Em contraste, a habilidade para superar a resisténcia
conferida pelos genes R e induzir sintomas nas cultivares resistentes/tolerantes
foi mapeada na metade 3’ do genoma do LMV-E. Por outro lado, a auséncia
de alguns genes pode alterar a patogenicidade, como sugerido no trabalho de
Oshima et al. (2001): a partir da linhagem original do fitoplasma onion
yellows (OY-W) foram isoladas duas linhagens (OY-M e OY-NIM)
causadoras de sintomas suaves, sendo que OY-NIM ndo é transmitida por
inseto. Andlise por PCR sugeriu que OY-NIM ndo pode atravessar o intestino
ou sobreviver na hemolinfa da cigarrinha vetora. A nivel sintomatol6gico,
enquanto OY-W causa superbrotamento e atrofiamento na planta hospedeira,
OY-M e OY-NIM s6 causam superbrotamento. Como o genoma de OY-M
tem, aproximadamente, 130 kpb a menos que a linhagem original, alguns dos
genes presentes em OY-W responsaveis pela patogenicidade podem nao estar
presentes em OY-M.

Os patégenos virulentos ndo possuem o gene avr, cujo produto
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énico é reconhecido por uma protefna de resisténcia da planta, permitindo a
?ﬁpidﬁ ativagdo do processo de defesa. Um dos casos Interessantes, ¢ O 'de
Xylella fastidiosa que quando comparada com outras bactérias
filopatogénicas, como Ralstonia spp. e Xanthomonas spp., apresenta um
atimero baixo de enzimas envolvidas no processo de degradacdo da parede
celular. provavelmente porque ela ndo necessita penetrar ativamente nos
vasos do xilema, uma vez que ¢ injetada diretamente pelo vetor. Essa
inoculacdo direta € apontada como um dos principais fatores da auséncia de
genes avr NO Seu genoma (Machado et al., 2001). '

Atualmente, cerca de 30 genes avr de diferentes fitopatogenos ja
foram caracterizados, sendo que os produtos desses genmes ndao sO estao
relacionados ao mecanismo de ativacio da resisténcia, como também a
especificidade por uma cultivar. Ja os patégenos avirulentos, além do produto
do gene avr, sintetizam produtos a partir dos genes chamados hrp, que estao
relacionados com a patogenicidade e a hipersensibilidade. As proteinas Hrp
estudadas estio relacionadas, em geral, com quimiotaxia, transporte de
moléculas da planta a bactéria, sintese e exportagao de fatores de viruléncia,
elicitacio e sistema de secrecio tipo I1I de bactérias fitopatogénicas (Cordeiro
& S4, 1999).

Na relagiio incompativel, é fundamental uma interagao gene a gene
entre a planta e o patégeno para ocorrer ativagdo rapida dos mecanismos de
defesa e resisténcia da planta. Os mecanismos de resisténcia nesse tipo de
interagdo envolvem, dois processos: a resposta de hipersensibilidade (HR) e
resisténcia sistémica adquirida, onde a atividade do mecanismo de defesa e
resisténcia propicia A planta uma imunidade tempordria a outros patogenos,
nio relacionados com aquele que desencadeou o processo (Cordeiro & Sa,
1999);

Virios genes relacionados com o sistema ‘de defesa da planta foram
isolados: dentre esses, estdio os genes envolvidos na sintese de fitoalexinas,
genes codificando hidrolases com atividades de quitinases e glucanases,
protefnas estruturais (HRGPs, GRPs) e PR-proteinas. Os mecanismos de
regulacio de alguns desses genes foram elucidados através dos estudos de
cinética de acumulacdo de proteinas (andlise de Western blot) ou de mRNA
(andlise de Northern blot) nos tecidos vegetais, e da localizacdo espacial dos
seus respectivos sitios de acumulacio (hibridizagao in situ) durante o processo
de infeccio e colonizagiio do tecido vegetal. Seqiiéncias genomicas desses
genes foram isoladas e suas regides promotoras identificadas (Lambais,
1995).

Os genes sdo transcritos em moléculas mRNA que sdo traduzidas
em protefnas, as quais sdo transportadas para locais especificos dentro da
c€lula de um determinado tecido ou organismo. A localizacio de uma

L
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para detec¢ad e caracterizacdo do fitoplasma (Berg et al., 1999). Seguindo a
mesma linha, a partir de seqiiéncias N-terminal de aminodcidos de uma
proteina de membrana imunodominante (MMP) associada a um isolado de
AY, determinou-se a seqiiéncia do gene da proteina de membrana. O produto
provdvel de traducdo a partir do gene MMP de AY consistiu numa proteina de
233 aminoacidos, a qual apresenta a mesma estrutura geral que a proteina
codificada pelo gene homoélogo de CPh. Entretanto, observou-se que as
proteinas de membrana dos fitoplasmas AY e CPh diferem quanto a seqiiéncia
de aminodcidos e a estrutura geral da proteina de membrana associada com os
fitoplasmas AP e SPWB. A possibilidade que as proteinas de membrana de
AY e CPh possam estar envolvidas com interagoes do patégeno com a planta
hospedeira ou com o0 inseto vetor estd sob investigacdo (Davies et al.,1999).
As fungoes hipotéticas das proteinas imunodominantes incluem envolvimento
no reconhecimento, aderéncia e invasao de planta ou de células do inseto
hospedeiro e/ou desencadeamento de respostas de resisténcia do hospedeiro.
Uma questdo relevante concerne determinar se a interacdo com tais proteinas
funciona em eventos semelhantes em fitoplasmas e espiroplasmas e nos
principais tipos de hospedeiros (Fletcher, 1999).

Estudos de mutagénese utilizando o transposon Tn4001, inserido
no primeiro gene do operon da frutose (fruA) resultaram na obtencdo de um
mutante de Spiroplasma citri, de reduzida patogenicidade, o qual é incapaz de
utilizar frutose como fonte de carbono e de energia. Os trabalhos conduzidos
em Catharantus roseus, demonstraram a retomada do uso de frutose pelos
mutantes e que os genes envolvidos nessa restauracdo sao também
responsaveis pelo restabelecimento da patogenicidade. Afora o fenémeno da
reversao, verificou-se que plantas infectadas com o mutante, quando
complementadas com o operon inteiro da frutose desenvolveram sintomas
severos, assim como da estirpe selvagem, indicando o envolvimento do
operon da frutose com a patogenicidade de S. citri. Assim, a patogenicidade
nesses mollicutes pode envolver um mecanismo em que a utilizacdo de
frutose pelo patégeno interfere na fisiologia normal da planta, tendo sido
proposto que 8. cifri compete com as células companheiras por frutose,
dificultando o carregamento de sacarose pelas células companheiras, até os
tubos crivados do floema. Entretanto, as estirpes que néo utilizam frutose sdo
ainda patogénicas, apesar de induzirem sintomas brandos, indicando o
provavel envolvimento de outros mecanismos de patogenicidade (Gaurivaud
et al., 2000).

_ Devido a inabilidade de se cultivar fitoplasmas in vitro, a
informacgio sobre aspectos genéticos desses organismos ¢é ainda limitada.
Grande parte da informacio disponivel tem se restringido as seqiiéncias dos
genes estruturais, principalmente o gene ribossomal. Nesse contexto, a andlise
funcional de produtos de genes de fitoplasmas pode ser realizada apenas em
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hospedeiros heterologos. Estudos iniciais visam‘m a exp_ress‘e‘in do gene da
proteina de membrana de fitoplasma em Echen:chm coli, mas o uso dessa
bactéria como hospedeira pode nao ser apropriada ao estudo do cfo_nl:mle
genético da expressao génica, uma Vez que 0S fitoplasmas p{:!de_m mfea:::t-_ar
insetos (Palmano et al., 2001). Desta forma, Bacillus subtilis,

fitoplasmas, foi avaliada em estudos de expressdo génica. Os resultados
dﬁrhbnstraram que a regido promotora, localizada "upstream” no operon RNA
r‘ibos’so'mal do fitoplasma Western X-disease (WX), permitiu a transcri¢do do

gene cloranfenicol acetiltransferase, sugerindo que outros genes de

. . = " . iy
fitoplasmas possam ser eficientemente expressos num background” de B.

subtilis (Palmano et al., 2001). Genes codificando as proteinas SecA e SecY,

componentes essenciais do sistema Sec de translocagao de proteina, foram
dl;;;ﬁ-ados do fitoplasma OY. O gene secA consiste de 2.505 nucleotideos e
codifica uma proteina de 835 aminodcidos (96 kDa), mostrando alta

similaridade com SecA de B. subtilis. Andlise por "Western blot" confirmou

que a proteina SecA € produzida em plantas infectadas por ﬁtoplasma. O gene
secY tem 1.239 nucleotideos e codifica uma proteina de 413 aminoacidos,
mostrando maior similaridade com SecY de B. subtilis. Estes resultados
sugerem a presenca de um sistema funcional Sec nos fitoplasmas. _Como
fitoplasmas sdo procariotos endocelulares sem pare-:de celular, este sistema
pode secretar proteinas bacterianas diretamente no cntoplzilsma do hogeedt'ﬂro.
Acredita-se que este seja o primeiro registro da analise da seqiiéncia e
expressdo de genes de fitoplasma codificando proteinas da membrana com
uma funciio predita (Kakizawa et al., 2001). -

O mapeamento fisico representa uma alternativa  para o
entendimento do genoma dos organismos €, portanto, para a caracgepzagao
dos genes envolvidos na patogenicidade. O primeiro mapa fisico de
fitoplasma construido foi o do WX, com um cromossomo de
aproximadamente 670 kb e no qual os dois operons rRNA (genes 16S tRNA)
foram localizados (Firrao et al., 1996). Lauer & Seemiiller (2000) geraram o
mapa fisico para o fitoplasma associado com AP, cujo Cromossomo apresenta
cerca de 645 kb e difere em tamanho daqueles presentes em fitoplasmas
associados ao pear decline e European stone fruit yellows e Pertementeg ao
mesmo grupo taxondmico do AP. Gragas ao mapeamento, Varios g”enes foram
localizados, dentre os quais os dois “operons” rRNA e o “operon dos genes
que codificam os fatores de elongamento G (fus) e Tu (tuf). Outros E?m
mapeados foram relacionados a um gene que codifica uma ?rptema
imunodominante (IMP) e um possivel gene nitroredutase. No mapa fisico do
fitoplasma associado ao European stone fruit yellows, foram Ubselrvados um
cromossomo de aproximadamente 635 kb, a presenca dos loci dos dois
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“operons” TRNA, o “operon” contendo o gene tuf, os genes que codificam
uma proteina de membrana imunodominante e uma provivel nitroredutase,
tendo mostrado um arranjo genético semelhante aquele do AP, embora
diferentes entre si (Marcone & Seemiiller, 2001). O mapeamento fisico e
gendmico do fitoplasma associado ao sweet potato little leaf (SPLL)
possibilitou a caracterizagio desse organismo, para o qual determinou-se um
cromossomo de aproximadamente 622 kb, a localizagdo dos genes ligados
fus/tuf, os dois operons TRNA, identificando-se, tambem, um gene gidA, que
codifica uma proteina "glucose-inhibited division". Também pode-se inferir
que existe significativa diversidade gendmica no grupo dos fitoplasmas e, que
rearranjos genéticos, como dele¢des ou insercdes em areas particulares do
genoma de fitoplasmas podem estar correlacionados com diferencas
biolégicas, como sintomas expressos, espectro de hospedeiras e
transmissibilidade (Padovan et al., 2000).

A determinacio da segiiéncia completa do genoma de fitoplasmas
permite determinar o nimero e tipo de genes presentes no seu Cromossomo,
representando um grande avanco no entendimento desses organismos.
Liefting & Kirkpatrick (1999) desenvolveram um projeto para clonagem e
seqiienciamento do genoma total do fitoplasma WX, para o qual existem
resultados preliminares relacionados a clonagem de cosmideos. A existéncia
de DNA extra-cromossomal tem sido relatada para alguns fitoplasmas,
embora as funcdes biolégicas dos plasmideos e de DNA extra-cromossomal
presentes nesses mollicutes sejam ainda pouco conhecidas. Acredita-se que, a
exemplo do que ocorre em certas bactérias, o DNA plasmidial de fitoplasmas
pode codificar genes relacionados com patogenicidade, mas hd necessidade de
confirmacdo (Kuske & Kirkpatrick, 1990; Nakashima et al., 1991; Kuboyama
et al., 1998). Kuboyama et al. (1998) caracterizaram o "background" genético
responsdvel pelas diferengas quanto a patogenicidade, entre o fitoplasma
associado com OY-W e um mutante patogénico (OY-M.), que incitava
sintomas brandos. Os autores examinaram a possibilidade de que DNA extra-
cromossomal de fitoplasma codificasse genes relacionados com
patogenicidade. Assim, a andlise de seqiiéncia de fragmento de DNA exira-
cromossomal de OY-W revelou uma ORF que codifica a proteina de
replicaciio (Rep) do plasmideo. Hibridizacoes com sonda construida para a
regiio do gene Rep permitiram avaliar a heterogeneidade entre os plasmideos
encontrados em OY-W e no mutante patogénico. Foi demonstrado haver
diferencas no padrio de bandas e um ndmero superior de copias de
plasmideos em OY-W, sugerindo a possibilidade de uma relagdo entre genes
codificados pelos plasmideos e a patogenicidade do fitoplasma.

Investigou-se 0 DNA extra-cromossomal (EC-DNA) do fitoplasma
associado a estirpes de ICPh, provenientes de uma localidade italiana, e dos
fitoplasmas vaccinium witches' broom (VAC) e walnut witches' broom
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WWB), que sio filogeneticamente relacionados ao ICPh. A observagao de
NA de fitoplasmas dessa drea restrita, onde ocorrem fitoplasmas
ﬁ}ggeneticamentle dlstlntas_r}a mesma planta e no inseto tetor, indicou a
existéncia de dois grupos diferentes de EC-DNA. Hibridizagao por Southern
blot revelou que OS EC-DNAs associados a VAC, WWB e virias estirpes de
[CPh apresentavam alta homologia entre si. Entretanto, diferiram dos EC-
DNAs de fitoplasmas do grupo AY presente no mesmo inseto ¢ em plantas
hospedeiras coletados no mesmo local que as estirpes de ICPh. As estirpes
distintas de ICPh diferiram significativamente quanto ao numero e tamanho
dos EC-DNAs, com divergéncia mais marcante entre amostras de diferentes
hospedeiras do que entre amostras da mesma planta hospedeira. Contudo,
conforme demonstrado pela andlise de seqiiéncia e pelos resultados de
transmissdo por insetos, a variagdo em tamanho nao esta relacionada com a
interacdo com diferentes espécies de plantas hospedeiras. A hipdtese mais
plausivel para a presenca de padroes de bandas diversos consiste na
ocorréncia de eventos de recombinagio envolvendo as regides dos EC-DNAs
ricas em seqiiéncias repetidas, com disseminacdo dessas moléculas
recombinantes entre plantas e mediada por insetos (Rekab et al., 1999).

A bactéria Xilella fastidiosa teve recentemente O seu genoma
completamente seqiienciado. Aproximadamente 55% dos seus genes sao
ainda completamente desconhecidos. Baseado em possiveis hipoteses de
patogenicidade, vdrios genes foram categorizados, destacando-se aqueles
associados a interacdo da bactéria com ela mesma e com os hospedeiros,
assim como genes relacionados a capacidade adaptativa as condigdes do
xilema (Machado et al., 2001).

Xanthomonas oryzae pv. oryzae tem sido adotada como modelo
para estudo das interacdes patogeno-hospedeiro e, embora alguns genes
relacionados 2 patogenicidade tenham sido clonados e analisados, ainda ¢
limitado o conhecimento de suas fungdes e dos niecanismos moleculares
envolvidos. A partir de uma estirpe de X. oryzae pv. oryzae foi construida
uma biblioteca "bacterial artificial chromosome" (BAC) e os resultados
agrupados demonstraram que a biblioteca BAC apresenta grande potencial
nos estudos do genoma, mapeamento refinado e clonagem dos genes
relacionados 3 patogenicidade dessa bactéria (Ochiai et al., 2001).

Apés um fitovirus ter acesso ao interior de uma c€lula, ele deve ser
Cflpgz de, pelo menos, replicar-se ¢ mover para estabelecer uma infec¢do
S1Stémica. Técnicas moleculares tém dado grande contribui¢do no estudo do
2;2;‘;’1311{0 d.DS :xi_'rus, permiti?do utilizar difeiel}tes estratégias para esse
e m(; ii]mo. anaﬁse de n}utagao, plantas transgemfas expre§sando prot}emas
(Gilbenm:m? (PM), virus marcados, _construcao clel, virus quimericos

son et al., 1993). Mutantes da cultivar de fumo Virginia tém um gene

(
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de resisténcia a Potyvirus e varidveis niveis de resisténcia foram observados
nessas plantas quando inoculadas com isolados de PVY, sendo altamente
resistentes @ maioria dos isolados testados e tolerantes a trés estirpes
necroticas de PVY. Embora a replicacio de PVY tenha ocorrido em
protoplastos, foi 30 % menor que no fumo suscetivel, sugerindo que a
diminui¢do da replicagdo também contribuiu para a resisténcia. Para
identificar o(s) produto(s) génicos virais envolvidos na resisténcia, foram
comparadas as seqiiencias de aminodcidos dos mutantes com seus isolados
originais, identificando-se a substitui¢io de um tnico aminoacido no dominio
da proteina associada ao genoma viral (VPg) que estd correlacionada com a
quebra da resisténcia. Juntos, esses resultados sugerem que, em adi¢do ao seu
papel na replicagdo, VPg desempenha um importante papel no movimento
c€lula-a-c€lula do PVY (Masuta et al., 1999). A estirpe PAV de Barley yellow
dwarf virus (BYDV-PAV) foi localizada através de hibridizacio in situ em
c€lulas de aveia, que mostrou marcagdo de material filamentoso no niicleo,
citoplasma e em vesiculas induzidas pelo virus, utilizando sondas de 4cido
nuclé€ico senso e antisenso. RNA de fita negativa foi detectado nos estidios
iniciais da infec¢do, primeiro no nicleo e, logo apds, no citoplasma. No
estadios tardios da infeccdo, a partir de cinco dias da inoculagdo, dreas
contendo grande quantidade de material filamentoso foram marcadas com as
duas sondas; em contraste, nesse mesmo periodo, as 4reas que apresentaram
grande nimero de particulas virais, detectaram, predominantemente, RNA de
fita positiva. Como o RNA de fita negativa foi detectado antes das particulas
virais, indica que a replicacdo iniciou antes da sintese da capa protéica no
citoplasma (Nass et al., 1998).
Jagoueix-Eveillard et al. (2001) utilizaram, pela primeira vez, a
técnica de "differential display" na identificagio de genes cuja expressio é
alterada apds infecgdo de plantas por “mollicutes”. A técnica permitiu 0
isolamento de cDNAs de C. roseus expressos diferencialmente. apos infeccao
com S. citri, "Candidatus Phytoplasma aurantifolia" e o fitoplasma "stolbur".
Nesse estudo, cDNAs expressos de modo diferencial foram caracterizados por
“Northern blot” e andlise de seqiiéncia, sendo que oito desses apresentavam
alta homologia com genes de proteinas anteriormente seqiienciados,
envolvidos com fotossintese (S. citri e "stolbur"), transporte de carboidratos
(8. citri), resposta a estresse (S. citri) ou vias de sintese de fitoesterol (5.
citri). Além desses dados, demonstrou-se, pela primeira vez, a ativagao de um
gene que codifica uma proteina induzida por patégeno mediante infeccio por
S. citri. A maioria dos genes reguladores identificados provinham de plantas
infectadas com C. P. aurantifolia, que induz proliferagées abundantes do tipo
superbrotamento, um processo de desenvolvimento ativo, comparado a
amarelecimento foliar e declinio. Os genes foram isolados nos estidios de
infecgdo tardia e relacionavam-se a diversas vias metabélicas. Mesmo nio
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havendo especificidade entre os genes e uma dada bact?‘iria ﬂlogmétlca e:
ro de patégenos representativos para cada tipo de smtorPa ter
sido pequeno, for possivel ejstabelecer a assoclagao eintre a regulfagao Edz
alguns genes com O tipo de sintoma obser}fado na planta. No quebrel ;mt-s i
expressao do gene "transketolase”, envolvido no _transporte (Aie_clar ol Sra ofsr, .
mesma foi regulada apds a infeccao com a estirpe patogemcaf de S. ¢l r;.r.,
enquanto que €sse tipo de regulagdo ndo foi observada para O mutante

fitopatogénico.

apesar do nume

INTERACAO FITOPATOGENO - VETOR

Para determinados patossistemas, € indispensdvel o SUCESSO da
interacdo entre o fitopatogeno e o seu v'etor, sendo este 0 meio mais comum
da dispersdo de virus, fitoplasmas e esplropmsma‘s. Nos U‘ItlmOS anos, muitas
informacoes referentes a essa interagdo foram obtidas, muitas delas dew?o ao
desenvolvimento e a adocdo de técnicas moleculares, como a com_;tm?a'o de
virus quiméricos, andlise de seqiiéncia de nucleotideos ou de aminoacidos,
estudos mutacionais, hibridizagao in situ e anélise por PCR. it

Para investigar os determinantes genéticos da transmissibilidade
dos fitopatégenos por vetores, novas oportunidades vem tsenqwo exploradfas em
diferentes combinac¢des patogeno-vetor, com a ut1llza.g_ao de métodos
moleculares. Os capsideos de todos geminivirus transmitidos por mosca-
branca tém um ou mais epitopos em comum e tem sido sugerido que os
mesmos podem ser determinantes da especificidade do vetor. .O papel da capa
protéica (CP) em determinar a especificidade do vetor ff:u‘ investigada pela
construcdo de virus quimérico, no qual o gene que codifica para a CP dq
African cassava mosaic virus (ACMV), transmitido por mosca brs}n-ca, foi
substituido pelo mesmo gene do Beet curly top virus (l_?if’.?TV), transmitido por
cigarrinha (Circulifer tenellus). A cigarrinha transmitiu O BCTV e o virus
quimérico, mas ndo o ACMYV. Tais resultados dt?monstram que a
especificidade da transmissdo do virus pela cigarrinha reside na CP (Briddon
etal., 1990). \

A transmissdo de potyvirus por afidios requer, além das particulas
virais, a presenca de uma protefna ndo estrutural, denominada de cempqnlente
auxiliar (HC), sendo sugerido que 0 mesmo atue como uma ponte, pemjltmdo
que as particulas virais fiquem retidas no estilete. Estudos com mutagoes em
regides altamente conservadas do HC tém sido associadas com a perda da
capacidade de unido dos virions. Dados obtidos por Blanc et al. (1998)

sugerem que o dominio N-terminal do HC estd envolvido na interagao com 08
estiletes dos afidios, enquanto a regido responsavel pela unido com 0s virions

L
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estd localizada fora do dominio N-terminal, provavelmente na regido central.

A hipétese de que diferencas na retencdo das particulas virais no estilete

podem explicar diferencas na transmissdo foi testada, tendo os afidios
adquirido particulas virais marcadas com "I, na presenca de HCs homologos
e heter6logos. Estudos com autoradiografia de virions marcados com '*I
mostraram que a transmissdo € altamente correlacionada com a retenc¢do dos
virus no estilete dos afidios. Os resultados também revelam que
constituinte(s) do/ou no canal alimentar de diversas espécies de afidios
diferem na sua habilidade para interagir com especificos HCs, levando a
diferencas qualitativas ou quantitativas na habilidade para reter e,
subseqiientemente, transmitir potyvirus especificos (Wang et al., 1998).

A analise da seqiiéncia de nucleotideos ou de aminodcidos tem sido
explorada para estudar a intera¢do patdgeno-vetor. Em trabalho conduzido por
Kheyr-Pour et al. (2000) foi demonstrado que a troca num tnico aminoacido
da proteina da CP transformou o Watermelon chlorotic stunt virus
(WmCSV) em nédo transmissivel pela mosca branca; sendo que esta regido do
capsideo também estd envolvida na transmissio do TYLCV por B. tabaci.
Granier et al. (1993) seqiienciaram a regido codificadora do HC de variantes
de duas estirpes de Zucchinni yellow mosaic virus (ZYMV) que
apresentavam baixa transmissibilidade por afidio. Em uma das estirpes foi
identificada mutagdo a nivel de nucleotideo levando a duas mudancas de
aminoacidos e na outra estirpe houve alteracdo em apenas um aminodacido,
sendo essa igual a identificada em Potato virus C (PVC), uma estirpe nio
transmissivel de PVY. Foi confirmada que as quatro ORFs contidas no RNA-
2 de Pea early-browning virus (PEBV), bem como peptideos flexiveis no C-
terminal da CP estdo envolvidos na determinagio da transmissdo do virus por
nematoide (MacFarlane et al., 1996). Um isolado de PVY, pertencente ao
patotipo 1-2, ndo transmissivel por afidio, permitiu altas taxas de transmissio
se os afidios adquiriram HC biologicamente ativo antes do virion. Analise da
seqii€ncia do gene HC de PVY 1-2 e comparagdo com PVY 0 (transmissivel
por afidios) revelaram 19 diferencas nucleotidicas, mas somente duas
resultaram em trocas de aminoécidos, uma dos quais induziu uma trtca d&
carga. Nenhuma das duas trocas de aminoacidos ocorreram dentro do dominio
rico em cisteina, nem coincidiram com dominios conservados da proteina HC
conhecidos por estar envolvidos na transmissdo por afidios e que estdo
presentes em todos os potyvirus. Como nenhuma das mutagdes encontradas
ttm efeito negativo na habilidade de unido dos virions, uma possivel
explicagdo para a perda da fun¢ao HC é que uma, ou ambas, muta¢des tornam
o HC incapaz de interagir com os estiletes dos afidios (Llave et al., 1999).

A interagdo entre Spiroplasma citri, patégeno causador do
'stubborn" dos citros, e seu inseto vetor, Circulifer tenellus tem sido
investigada quanto aos mecanismos de transmissao pelo vetor. A andlise
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. da interacdo entre esse espiroplasma e células do inseto fol efet_uada
il ' 1sol: itri. Ob - e linhas
linhas de uma estirpe isolada de S. citri. Observou-se que Ii
i das desse isolado apresentavam diferentes graus de transmissibilidade
i ’ - 1ha vetora e métodos moleculares permitiram verificar diferengas
e inh: ici issibilidade (Fletcher et

omossomo da linha deficiente quanto a transmissibilida U :
e Cfggg) H4 indicios de que a presenca de proteinas de superficie esta
. ciada.com a aderéncia de espiroplasma nas células cultivadas de C
?j:;[lus (Fletcher, 1999). Os genes envolvidos nas if}teragﬁes entre S: Sftf"’ e
seus hospedeiros - planta e vetor - pqdem ser identificados por n}utdgms S
procedimentos de "screening", visando detectar 0s mutantes.
desenvolvimento ¢ aperfeicoamento de novos xjetores de c!_onagemﬁ e de
“transposons” efetivos na mutagénese de esPFrop!asmais fitopatogénicos
constituem-se em promissoras linhas de pesquisa (Bove, 1997 Fletcl}m}
1999). A inser¢do randdmica do transposon Tn400] no genoma de S citrt,
técnica aplicada para mutagénese, consagrou-se¢ nos estudos sobre a biologia
molecular e celular de S. cifri e para a construg?o de vetores de genes
objetivando transformagdo desse mollicute. O primeiro vetor usado consistiu
na forma replicativa do virus SpV1 de §. citri que, contudo} d.E:m{}I‘lS'[I'DL_l-SB
instdvel, com a rapida delecdo do DNA inserido. Como _estrgtegla altematm?,
empregou-se a origem da replicagio do DNA de S. citn.: (oriC) para construir
um ndmero de plasmideos artificiais, contendo virios determinantes de
resisténcia a antibidticos e, esses plasmideos t€m sido empregados. como
vetores de clonagem (Bové, 1997). Genes de espiroplasmas transcritos na
planta devem estar relacionados com patogenicidade, enquanto gqueles
induzidos apenas em insetos devem ser importantes para a transm1551b1‘11dade*
A identificagdio de genes expressos em estirpes de “mollicuts”, patogét}m?s ou
transmissiveis, mas ndo em mutantes ndo-patogénicos ou nao-transmissivets,
pode levar 4 obtencio de produtos ou fungdes relacionadas a essas duas
principais atividades (Fletcher, 1999). s
Hibridizacdo in situ, utilizando sondas marcadas com biotina ou
com digoxigenina demonstrou ser uma técnica rdpida e adequada para
confirmar o status da cigarrinha Euscelidius variegatus como vetor ou nao do
fitoplasma ICPh. Estudos demonstraram que, para ser infectivo, o fitoplasma
deve ser capaz niio s6 de passar 2 hemolinfa, mas também de penetrar em
C€lulas especificas das glandulas salivares. Com a hibridizag@o foi possivel
localizar 1CPh especificamente nessas células, sendo uma técnica ainda mais
Vantajosa que o PCR, pois se um inseto ndo hospedeiro alimentou-se
Tecentemente em uma planta infectada, é bastante provivel que ele contenha
ﬁtﬂipliasmas no intestino e, entdo, fornega resultado positivo em PCR.
Ad‘FmHalmente} andlises por PCR nido podem distinguir células mortas do
Palogeno, perfodos de laténcia e insetos nio vetores. Assim, métodos que
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localizam especificamente o patégeno in situ sio requeridos para o
desenvolvimento de estudos visando determinar a estratégia de replicacio e o
movimento do patégeno dentro do vetor. Desse modo, a utilizacio de sondas
constituidas por oligonucleotideos, desenhados para PCR, em hibridizacao in
situ e detec¢ao nao-radioativa do fitoplasma associado ao ICPh e ao seu vetor
E. variegatus demonstrou ser uma técnica promissora, que pode ser aplicada
na imvestigagdo da biologia, ecologia e epidemiologia de outros fitoplasmas,
bem como de muitos aspectos da interacdo inseto-patégeno (Webb et al.,
1999).

Através de ensaios de PCR e de nested PCR, o fitoplasma mulberry
dwarf foi detectado em ovos e em ninfas de Hishimonoides sellatiformis
recentemente eclodidas desses ovos. Essa descoberta indica que o fitoplasma
MD € passado a progénie desse inseto (Kawakita et al., 2000).

USO DA BIOLOGIA MOLECULAR NO FUTURO

E indubitdvel a grande contribuicdo que a biologia molecular tem
dado a Fitopatologia, principalmente nas dreas de diagnose, epidemiologia e
controle de doengas. O crescente niimero de artigos cientificos que descrevem
0 uso de técnicas moleculares, publicados em revistas especializadas, revelam
que as mesmas constituem-se em ferramentas de valor inquestiondvel para a
Fitopatologia. No entanto, deve haver a compreensio de que tais técnicas,
embora eficientes, rapidas e precisas, niio respondem a todas as indagacoes da
Fitopatologia e a interpretagdo dos resultados obtidos deve ser cuidadosa. Tal
preocupagdo pode ser exemplificada por Leite Jr. et al. (1995), quando a
transmissdo de X. axonopodis pv. vesicatoria para plantulas foi positiva
somente em cinco lotes de sementes de tomate testadas, embora em 11 lotes
tenha sido detectada a bactéria por PCR. Assim, os autores questionam se 0S
niveis do patégeno detectados por PCR podem estar abaixo daqueles
necessarios a transmissao por sementes ou se células mortas do patégeno
podem estar contribuindo para a amplificacio, mas ndo 2 transmissdo. Do
mesmo modo, pode-se analisar os resultados de amplificacdo por RT-PCR do
TSWYV a partir de tripes, mesmo daqueles que ndo foram hdbeis em transmitir
O virus as plantas. Outro exemplo ocorre com a detecgdo de fitoplasma em
Dalbulus maidis, inseto ndo vetor desse patégeno, confirmando que a
detec¢do do DNA do patégeno numa determinada espécie de organismo nao
indica necessariamente a sua identifica¢gdo como vetor. No entanto, com 0
continuo descobrimento dos genes e suas funcdes em relacdo aos diferentes
fitopatégenos e suas relagGes com os hospedeiros e vetores, a Fitopatologia
Molecular tera um papel fundamental no desenvolvimento cientifico.
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O Brasil, apesar das severas limitagdes financeiras impostas a
pesquisa, tem assumido a postura de acompanhar e a})sorxier 08 I]'lCW(iS avangecfzsl
que €stao sendo gerados a todo momet}to_pela biologia molecular EI‘. f})d
biotecnologia. Atualmente, a adogdo de técnicas moleculares € uma realidade

“em erande parte dos laboratorios brasileiros de Fitopatologia, sendo utilizadas

em diferentes linhas de pesquisa. OS. resultf;ldos_ Pbtidos até ent"‘fio' edo
desenvolvimento de protocolos que visam simplificar a metodo}ogla de
extracdo de dcido nucléico com reducdo nos custos € no tempo, a’sm-tese e
centenas de  oligonucleotideos  gerando custos  compardveis a0
desenvolvimento ~ de  alguns ~ poucos  antissoros mﬂn_oclqnalsj _0
desenvolvimento de kits sao, entre outras, informacoes que tj:snmu]am O uso
de métodos moleculares, fazendo com que 0s mesmos continuem, cada vez
IS, 1 spaco na Fitopatologia. it

e tel‘i Eignagem mgleculir de genes que possibilifam a pl|ar_1ta resistir a
diversas classes de patégenos tem revelado que as proteinas codificadas pelos
mesmos tém vérias caracteristicas em comum. Enquanto 08 grndqt{}s dos
genes R t€m elementos estruturais em comtlm, cOomo rep?tlg,t:}es ricas em
Leucina, os produtos dos genes avr sao diferentes, nao apresentando
quaisquer elementos estruturais em comum. Essas descobertas sug?rcgl que as
plantas podem ter desenvolvido mecanismos comuns _df.: transdug:?o ¢ sinais
para a expressio de resisténcia a uma ampla faixa de patogenos nao
relacionados. A caracterizagdio dos sinais moleculares envolw_dlos no
reconhecimento do patogeno € 0os eventos moleculﬁrgs que especificam a
expressdo de resisténcia podem levar a novas estratégias para o c'ontr?le de
doencas de plantas. Futuros desafios da pesquisa incluem a determu}agao dos
mecanismos pelos quais os produtos dos genes R reconhecem 0s CllCllDI'F:'S dos
patégenos e as respostas defensivas da planta para bloquear o patogeno
(Staskawicz et al., 1995). |

Técnicas que possibilitam o desenvr-ivimel}to de plantias
transgénicas, embora gerando discussdes quanto a €tica e a blosseguranqﬁ, SA0
uma realidade e ndo se pode ignorar o destacado papel que tém em relagao ao
controle de doencas e, possivelmente, de vetores. | 1

Em futuro breve, na Fitopatologia, com o acimulo de mf(?nnag;u?s
moleculares relativas aos fitopatégenos, hospedeiros, vetores ¢ a 1nteragao
entre os mesmos através das andlises de seus genomas, transcriptomas ¢
proteomas aliado ao desenvolvimento da robotica, por exemplo,'o uso de
"DNA microarray" (Carneiro et al., 2000), poder-se-4 rapidamente identificar
nos fitopatgenos, hospedeiros e vetores, a fungdo e a expressio de genes de
Interesse e possiveis mutagdes génicas que servirdo para orientar 0
desenvolvimento de plantas transgénicas seguras para a alimentagdo humana ¢
EXpressando resisténcia a fitopatdgenos e/ou vetores. Além disto, poder-se-a
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ter a criacdo de chips de DNA, semelhantes aos utilizados no estudo de
doencas humanas (Moreira Filho & Almeida, 2000), que permitirdo,
prematuramente, identificar plantas suscetiveis a fitopatdgenos virulentos e
potenciais vetores, assim como estudar a agao de defensivos agricolas sobre o
genoma de plantas, de fitopatogenos e de vetores, de modo a selecionar 0s
defensivos mais eficazes e seguros para uso na agricultura.

Para um pafs como o Brasil, que tem na agricultura uma de suas
principais atividades, inclusive desempenhando importante papel social, a
opcdo pela adogdo ou nao de novas tecnologias que otimizam a atividade
agricola, assume importancia estratégica. No momento, ¢ importante que a
discussio sobre a necessidade ou ndo de novas tecnologias néo fique restrita
meramente a questdes politicas ou econdmicas, devendo-se considerar
também os aspectos sociais e ambientais envolvidos (Cangado, 2000).
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