PESQUISA

PCR é uma técnica, descrita

em meados da década de 80,

por Mullis e colaboradores

(Mullis & Faloona, 1987), que

permite obter in vitro varias
copias de um determinado segmento
de DNA. A obtencio de segmentos
amplificados normalmente obedece
as seguintes etapas: a) extracao de
DNA molde, isto é, que contém a
regiao a ser amplificada, b) escolha do
segmento a ser amplificado e obten-
cao de primers espe-
cificos para o reconhe-
cimento desse seg-
mento, ¢) amplifica-
¢ao que dard origem a
varias coOpias, fazen-
do-se uso de um cicla-
dor térmico e, por fim,
d) leitura do produto
amplificado apds ele-
troforese e coloracao.
Devido a sua especifi-
cidade e sensibilida-
de, a PCR é um méto-
do importante para a
diagnéstico de fungos. Existem varios
exemplos de testes baseados em PCR
desenvolvidos para a detecc¢do de fun-
gos em plantas, alimentos e em pato-
logia médica. A PCR pode ser utilizada
para detectar grupos de linhagens,
patotipos, espécies ou taxa superio-
res.

Existem varios protocolos que per-
mitem a extracao de DNA, alguns mais
laboriosos e outros mais simplifica-
dos. Para fins de PCR ¢ possivel utili-
zar métodos rapidos e simplificados,
uma vez que essa técnica requer quan-
tidades minimas de DNA e este nio
precisa apresentar alto grau de pure-
za, podendo ser extraido a partir de
amostras de ambientes complexos,
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Diagnastico e Andlise de Variabilidade

tais como solos, rios e acudes, alimen-
tos e amostras clinicas.

Para a detecc¢ao de um dado fungo
em qualquer tipo de amostra € neces-
sario se ter primers que propiciem a
amplificacao de um gene ou segmen-
to especifico daquela espécie ou da-
quela fun¢io que se deseja identificar.
Assim, o desenvolvimento de proce-
dimentos de diagndstico baseados em
PCR requer o conhecimento de se-
quéncias de nucleotideos de pelo

Andlise de DNAr

Figura 1. Estrutura do cluster
génico que codifica RNA
ribossGmico

menos parte da regidao alvo a fim de
que primers especificos possam ser
desenhados. Neste sentido, algumas
regides tais como aquelas que codifi-
cam para RNA ribossémico tém sido
bastante uteis.

O DNA que codifica para RNA
ribossdmico apresenta-se como um
cluster génico, no qual se tem o gene
18S, o gene 5,8S e o gene 28S (Figu-
ral). Estes genes sido separados por
regides denominadas ITS1 e ITS2, as
quais sao transcritas e processadas
para dar origem ao RNA ribossomico

maduro. O cluster génico que codifica
para RNAr aparece repetido centena
de vezes no genoma flngico. O fato
desse cluster génico apresentar algu-
mas regioes altamente conservadas e
outras variaveis, tem permitido a ani-
lise de variacio de diferentes niveis
taxonomicos. A regido 18S, por exem-
plo, é a mais conservada e por isso €
utilizada apenas para comparagiao de
organismos distantemente relaciona-
dos. A por¢ao 28S € mais variavel e,
portanto, é apropriada para a compa-
racao de diferentes géneros ou, em
alguns casos, de diferentes espécies.
As regides ITS evoluem rapidamente
e, entdo, sao apropriadas para discri-
minar espécies relacionadas ou até
mesmo variedades de uma mesma
espécie. O fato das regides ITS serem
flanqueadas por segmentos conserva-
dos, serem relativamente curtas (500 a
800pb) e aparecerem em grande nu-
mero de copias no genoma permite
que sejam amplificadas e sequencia-
das com facilidade. Como conseqién-
cia disso, é grande o numero de se-
qiiéncias ITS de diferentes fungos que
estdo atualmente disponiveis nos ban-
cos de dados de seqtiéncias de nucle-
otideos. A utilizacio de programas
computacionais que permitem a com-
paracio destas sequéncias de organis-
mos alvos e nfo alvos, permite definir
regioes apropriadas para a sintese de
primersa serem utilizados para detec-
tar uma dada espécie de fungo. A PCR
realizada com primers que sdo sufici-
entemente homologos para permitir a
amplificacio dos organismos alvos,
mas que por outro lado nao pareiam
com organismos nao alvos, permitira
a deteccao especifica do que se dese-
ja. As seqiéncias de DNA que sio
polimorficas, ou seja freqiientemente



variaveis, entre espécies flingicas, tais
como as sequiéncias ITS, sio boas
candidatas para a deteccao de uma
espécie e exclusio de todas as demais.
Por exemplo, diferencas na regiao ITS
tém sido usadas para desenvolver tes-
tes, baseados em PCR, para o diagnos-
tico de fungos causadores de micose
na espécie humana, produtores de
toxinas em amostras de alimentos,
bem como patégenos de plantas, sem
o prévio isolamento do fungo. Devido
as sequéncias de DNAr estarem pre-
sentes em grande numero de cépias
no genoma, faz com que se
tenha alta sensibilidade no
diagnostico via PCR.

O fato de que algumas
impurezas presentes na
amostra de DNA podem,
eventualmente, inibira acao
da DNA polimerase, exige-
se cautela com resultados
falso negativos. Em func¢io
disso, é aconselhavel o uso
de um par de primers, que
atue como controle da qua-
lidade da reacdo. Ou seja,
além dos especificos para o
gene que se deseja diagnos-
ticar, também devem ser in-
cluidos na reacdao primers
que reconhecam um gene universal.
Normalmente se usa um par de pri-
mers que reconhece uma regiao alta-
mente conservada do cluster génico
que codifica RNA ribossdmico. Assim,
se a reacao de PCR estiver funcionan-
do o produto de amplificacio do seg-
mento universal serd detectado em
qualquer amostra que contenha bio-
massa fungica.

Uma estratégia importante que tem
sido realizada para aumentar o poder
de deteccao de certos microrganismos
em amostras de alimentos, animais ou
plantas € o uso da NESTED-PCR (Figu-
ra 2). Esta técnica, que nada mais é
que uma PCR em duas etapas, é util
quando impurezas que inibem a am-
plificacio do DNA estao presentes nas
amostras ou quando a quantidade de
DNA do agente que se deseja detectar
€ muito pequena. A estratégia para
diminuir problemas relacionados a
impurezas é diluir, consideravelmen-
te, a amostra que contém o DNA
molde e conseqlientemente as impu-
rezas que inibem a 7aq polimerase.
Em conseqiiéncia do baixo numero

de moldes iniciais, a quantidade de
segmentos amplificados ndo sera sufi-
cientemente visivel em gel de agarose.
No entanto, o produto da amplifica-
¢do obtido ao final desta primeira
etapa pode ser usado como molde
para a realizacao de uma segunda PCR
(NESTED-PCR). Este procedimento
permitird, agora, a obtencio de um
numero suficiente de copias para vi-
sualizacdo em gel de agarose. A NES-
TED-PCR é igualmente apropriada para
detectar a presenca de microrganis-
mos que estdo ocorrendo em baixa

NESTED-PCR

DMNAs dilnidos podem ser amplificados em dols rounds

Figura 2. NESTED-PCR. a) O
produto da PCR realizada a
partir de um baixo numero de
moldes iniciais ndao € visivel
em gel de agarose corado com
brometo de etideo (a ultima
canaleta é uma reac¢io contro-
le), b) Bandas siao observadas
ap6s uma segunda PCR, utili-
zando-se como molde o pro-
duto da amplificacao obtido
na primeira reacao

freqiiéncia na amostra em investiga-
¢ao. Este tipo de PCR em duas etapas
chega a ser 1.000 vezes mais sensivel
que a PCR tnica.

O uso de terapias que debilitam o
sistema imune, tal como a quimiotera-
pia utilizada para o tratamento de
cancer e o crescente surgimento de
pacientes com AIDS tém proporcio-
nado, recentemente, um aumento sig-
nificativo de individuos imunossupri-
midos, os quais estdo altamente sujei-
tos a infeccoes flingicas sistémicas.
Salvo raras excecdes, os métodos de

diagnéstico destas infeccoes sao de-
morados e pouco sensiveis. A inabili-
dade ou demora no diagndstico da
infeccdo fingica adia a administracao
de terapia apropriada, o que traz séri-
as implicag¢des para o prognostico do
paciente. Dentro deste contexto, o
uso de métodos de diagnéstico de
micoses sistémicas que sejam fidedig-
nos e rapidos € imperativo para me-
lhorar a taxa de sobrevivéncia de
pacientes imunodeprimidos. Métodos
moleculares, principalmente aqueles
baseados em PCR, tém sido adotados
na tentativa de melhorar a sen-
sibilidade e a especificidade, e
de diminuir o tempo requerido
para o diagnostico destas in-
feccoes. Jang-Jih (1995) de-
monstrou a alta especificidade
e sensibilidade da NESTED-PCR
paraadeteccao do fungo Preu-
mocystis carinni em amostras
de lavagem bronqueoalveolar.
Utilizando-se os primers>’ AAG-
TTGATCAAATTTGGTC3 e
5’CTCGGACGAGGATCCTCG-
CC3” na primeira etapa de am-
plificacao da regiao ITS do DNA
ribossdmico e CGTAGGTGA-
ACCTGCGAAGGATC3 e 5SGT-
TCAGCGGGTGATCCTGCC-
TG3’ na segunda amplificacdo, obte-
ve-se o produto de amplificacao espe-
rado em 30 amostras sabidamente
positivas, ou seja 100% de eficiéncia.
Este estudo mostrou também a efici-
éncia do método no que diz respeito
a sensibilidade, pois resultados positi-
vos foram obtidos em amostras con-
tendo DNA correspondente a apenas
3 células fungicas. Esta metodologia
que faz uso de primers baseados em
sequiéncias de nucleotideos de DNAr
tem sido otimizada visando a utiliza-
¢ao para diagnéstico de varios outros
fungos de importancia médica, entre
eles, espécies dos géneros Trichospo-
rum, Aspergillus, Cryptococcuse Can-
dida.

Em tempos de globalizacio da
economia, aspectos gerais de qualida-
de e principalmente higiénico-sanita-
rios sao fundamentais na definicio da
aceitacao e da recomendacio de quais-
quer produtos, especialmente os des-
tinados a alimentacao humana. A ocor-
réncia de fungos como contaminantes
em produtos agricolas, alimentos e
racoes, tem sido assunto de investiga-
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Tabela 1. Condigdo dtima de reagdo visando a detecdo de polimorfismos de RAPD em -
reconhecem genes que participam

da via biossintética da aflatoxina.
Produtos de amplificacio foram de-

Metarhizium anisopliae (Fungaro e Vieira, 1998).

Reagentes Volume Concentracio Concentraciao

do estoque final tectados somente em amostras nas
Aoua ultra-purs em UL q - quais as espécies aflatoxigénicas,
gud u tra-pura - 8,7 Aspergillus parasiticus e A. flavus,
Uempte (LOYmI Wi [FIC] pIel 90, 2,5 1102 X haviam sido inoculadas demonstran-
115 il kel @ S0 il (D) do a especificidade do método. Alta
dN,TPS 4,0 1,25 il 200 pM sensibilidade também foi observada,
primer 2,5 4 M 400 nM pois resultados positivos foram obti-
MgCl, : 3,0 12,5mM 1,5 mMm* dos para amostras inoculadas com
Taq polimerase 0,3 SU/HL 150 100 esporos por grama e 24 horas de

IDIN 4,0 5ng/HL 20 ng incubacio.

A concentragdo final de MgCl, na reagdo serd 3,0 mM, pois mais 1,5 mM adveém do tampdo. Atualmente, a PCR também vem

¢ao de virios grupos de pesquisa.
Estima-se que 25% da producio anual
de alimentos derivados de plantas sio
deteriorados por fungos. Grande par-
te dos fungos que contaminam ali-
mentos produz micotoxinas, as quais
sdo metobolitos secundarios que pre-
judicam a satde humana e animal.
Essa situacdo demonstra a importan-
cia de se usar métodos
apropriados para contro-
lar o status micolégico dos
produtos alimentares. As
técnicas tradicionais para
a identificacdo de fungos
toxigénicos em alimentos
sdo pouco sensiveis, de-
pendentes de cultivo e
detectam apenas a pre-
senca de células viaveis.
Ao contririo disso, 0 uso
da PCR permite diagnosti-
car, de forma sensivel e
especifica, estes micror-
ganismos, mesmo que se | 1 -
encontrem invidveis. Di-

ante disso, recentemente, varias pes-
quisas vém sendo realizadas no senti-
do de viabilizar a deteccao de fungos
toxigénicos em alimentos através da
PCR.

Para fungos toxigénicos, os alvos a
serem amplificados sdao, quando pos-
sivel, sequiéncias de genes que codifi-
cam enzimas que participam da via
biossintética das micotoxinas (genes
estes ditos: “genes da biossintese de
micotoxinas”). Entretanto, até o mo-
mento, somente alguns destes genes
foram clonados e sequenciados. As
Unicas vias biossintéticas bem caracte-
rizadas sdao aquelas da biossintese de
aflatoxinas, trichothecenos, patulina,
toxina PR e da esterigmatocistina (Gei-
sen, 1998). Seqiiéncias alvo ditas em-
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piricas, ou seja, aquelas que nao per-
tencem a genes da biossintese de
micotoxina, mas que sua presenca
estd associada somente a linhagens
com habilidade de produzir a micoto-
xina também vém sendo utilizadas
para a deteccio destes fungos. Uma
das formas que vém sendo utilizadas
para se chegar a este tipo de seqiién-

.

Figura 3. Producao de M.
anisopliae (gentilmente cedida
por Sosa-Gomez, D.R /
Embrapa/soja)

cia € através da andlise comparativa
de perfis de RAPD (Polimorfismos de
DNA Amplificados ao Acaso) de mate-
riais toxigénicos e ndo-toxigénicos.
Visando investigar a potencialida-
de da PCR para detectar fungos aflato-
xigénicos em farinha de milho, Shapi-
ra et al. (1996) inocularam neste ali-
mento seis espécies diferentes de fun-
gos, quatro nao toxigénicas e duas
toxigénicas. Em seguida, o DNA foi
extraido da mistura fungo-farinha e a
PCR foi realizada com primers que

ey e

sendo utilizada para a detec¢io de
patégenos vegetais com o objetivo,
entre outros, de evitar sua dissemina-
cio via a introducio de material
vegetal contaminado. Desta forma, o
desenvolvimento de primersque per-
mitam a deteccao de fungos fitopato-
génicos tem sido objeto de estudo de
alguns pesquisadores. Um exemplo
interessante do uso da PCR para
deteccao de patdgeno ve-
getal € aquele descrito para
Colletotrichum acutatum
por pesquisadores da Uni-
versidade de Belfast, UK
(Screenivasaprasad et al.
1996). Este fungo é um
patégeno de moranguinho,
que causa uma doenca de-
nominada antracnose. Dada
a severidade desta doenca,
o Reino Unido exige que
toda planta de morango
proveniente de outros pai-
ses da Comunidade Euro-
péia seja testada quanto 2
presenca deste patogeno.
As plantas a serem introduzidas de-
vem permanecer estocadas em ca-
mara fria, de forma segura, até que se
tenha o resultado do teste de sanida-
de. O tempo necessario para a obten-
¢ao dos resultados pelo método tradi-
cional € longo, o que leva a perda de
vigor das plantas enquanto estoca-
das, inviabilizando seu comércio. A
necessidade de diminuir o tempo de
estocagem das plantas em analise
levou estes pesquisadores a desen-
volverem primers para amplificacio
de regides ITS, especificas para C.
acutatum a partir de plantas de mo-
rango. Esta alternativa metodologica
¢é particularmente importante para o
diagnéstico de fitopatdgenos de difi-
cil cultivo e/ou identificacao.



Anadlise de
Variabilidade Genética

Baseando-se no principio da PCR,
Williams et al. (1990) e Welsh & Mc-
Clelland (1990) descreveram uma clas-
se de marcadores moleculares, os RA-
PDs, extremamente Util para medir e
caracterizar a variabilidade genética.

O RAPD envolve a amplificacao
de regides andnimas dispersas pelo
genoma. Nesta técnica, ndo se escolhe
a prioria regiao a ser amplificada, ao
contrario disso, utilizam-se primersde
seqliéncias arbitrarias de bases e ana-
lisam-se os produtos amplificados.
Além de nao ser usados primers espe-
cificos, os produtos de amplificacao
sao obtidos a partir de
uma Unica sequiéncia ini-
ciadora. Esta ocorrerd
quando coincidir da mes-
ma seqiéncia primerre-
conhecerumsitio de ho-
mologia em uma das fi-
tas e também reconhe-
cer o mesmo sitio, po-
rém com orientacao in-
vertida, na outra fita da
molécula de DNA, den-
tro do intervalo limite da
PCR.

O tamanho do pri-
mer de RAPD é menor
(normalmente, 10 nucle-
otideos) do que aquele
utilizado na PCR especifica, justamen-
te para aumentar a chance de haver
sitios complementares ao primerden-
tro do intervalo limite da PCR. Os
primers sao utilizados, um a um, para
detectar diferencas entre os genoti-
pos. Ao final do trabalho, no entanto,
os dados obtidos com os diferentes
primersdevem ser analisados em con-
junto. A condi¢ao 6tima da reacdo de
RAPD pode variar de organismo para
organismo, de maneira que a condu-
cao de experimentos visando a otimi-
zacdo da técnica é importante. A con-
centracao de DNA gendmico € a vari-
avel mais importante a ser padroniza-
da. O excesso de DNA pode reduzir
ou inibir significativamente a ativida-
de de polimerizacao da enzima Taq
polimerase devido a altas concentra-
¢coes de impurezas, resultando na au-
séncia de amplificacao. Por outro lado,
o DNA em concentra¢ao muito baixa
pode dar origem a padrdes de ampli-

ficacio nio reprodutiveis, podendo
ocorrer acréscimo ou diminui¢ao de
bandas, mesmo entre repeticdes. Fe-
lizmente, ao contririo do que ocorre
para muitas espécies vegetais, para a
maioria dos fungos o espectro de
concentracio de DNA que permite
obter perfis de RAPD € amplo. Bueno-
Gomes (2000) mostrou que para Peri-
cillium chrysogenum, concentragoes
de DNA variando de 0,03 a 300ng
permitem a obtencdo de perfis de
RAPD. Amostras contendo entre 0,3 e
30ng de DNA dio origem a padroes
idénticos de RAPD. Entretanto, este
trabalho mostrou haver um leve com-
prometimento na reproducibilidade,
quando concentracdes extremas de

Figura 4. Morfologia das coloni-
as dos isolados Ma2 e Ma3 de
M. anisopliae (gentilmente cedi-
da por Sosa-Gomez, D.R /
Embrapa/soja)

DNA, tais como 0,03 e 300ng, sao
utilizadas na reacao. A titulo de exem-
plo, a Tabela I mostra as condi¢des de
amplificacao que freqiientemente uti-
lizamos em nosso laboratério.

Antes do advento dos marcadores
moleculares, a caracterizacio de isola-
dos fangicos era restrita, principal-
mente, a de marcadores morfologi-
cos. A caracterizacio morfologica,
embora 1til, é bastante limitada devi-
do ao baixo nimero de caracteres
passiveis de serem analisados. Em
fungos em média cada primer gera 10
segmentos amplificados, com peso
molecular variando de 300 a 2500 pb.
Ao serem totalizadas as bandas obti-

das com os diferentes primers, tem-se
desta forma um grande nimero de
locos a serem analisados. A presenca
de um fragmento amplificado em al-
guns dos gendtipos comparado com a
auséncia desse mesmo fragmento em
outros genotipos, caracteriza o que se
denomina polimorfismo de RAPD. Es-
tes polimorfismos tém sido extrema-
mente Uteis para estudos de variabili-
dade genética. Em nosso laboratério,
na Universidade Estadual de Londri-
na, temos utilizado o RAPD para ca-
racterizar a variabilidade genética de
varias espécies flngicas, particular-
mente aquelas de interesse para o
controle biolégico de pragas da agri-
cultura.

O interesse pelo uso de
microrganismos para o con-
trole de pragas da agricultu-
ra vem aumentando nos ulti-
mos anos, principalmente a
partir da década de 70, a
medida que foram sendo evi-
denciados os problemas ad-
vindos da utilizacio dos in-
seticidas quimicos. Entre os
exemplos de fungos dispo-
niveis no mercado e daque-
les que ainda estao em de-
senvolvimento no pais, para
diferentes culturas encon-
tram-se os géneros Metarbi-
zium, Beuaveria, Paeci-
lomyces, Nomurae e Ento-
mophthora.

Apesar do Brasil serum pais que se
destaca pelo nimero de pesquisado-
res que trabalham com controle mi-
crobiano de pragas, ainda sio poucas
as informacoes existentes sobre a va-
riabilidade genética de espécies de
fungos entomopatogénicos isolados
em nosso pais. O conhecimento da
variabilidade genética dessas espécies
€ de grande importancia para a reali-
zacao de estudos genéticos e desen-
volvimento de programas de melho-
ramento.

Entre as principais pragas das pas-
tagens no Brasil encontram-se os gé-
neros Deois, Zulia e Mabhanarva. Es-
tas cigarrinhas, altamente fitotoxigéni-
cas, reduzem a produc¢iao de massa
verde em cerca de 15% e, em consequ-
éncia, danificam uma drea foliar que
poderia alimentar milhdes de bovinos
por ano. O controle dessas cigarri-
nhas, que pode chegar a 60%, repre-
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senta um bom exemplo
da utilizacao pratica do

D). flavogricta ankn

fungo Metarbizium ani- X
sopliae (Figura 3 e 4).
Uma ilustracio da anili-
se de variacao genética
de M. anisopliaeisolados
de solo e de cadaveres da
cigarrinha Deois flavopic-
ta, utilizando-se de
RAPD, é apresentada na
Figura 5. Entre os 13 iso-
lados analisados, 6 foram
coletados em diferentes
regiodes do Brasil e esta-
vam colonizando o inse-
to; os demais isolados
provieram do solo de uma
Unica regiao do Estado
do Parana, Maua. Os re-
sultados mostraram que
a diversidade entre isola-
dos obtidos de D. flavo-
picta € muito menor que
aquela encontrada entre
isolados do solo. Este é
um exemplo da impor-
tancia do emprego do método de
RAPD no entendimento da relaciao
patégeno-hospedeiro (Fungaro et al.
1996)

Estudos realizados pelo Cenargen/
Embrapa demonstraram que o fungo
Metarbizium flavoviride apresenta
grande potencial para o controle de
gafanhotos. Estes insetos se alimen-
tam de gramineas nativas e de varias
culturas economicamente importan-
tes, tais como, arroz, cana-de-aguicar e
milho.Uma nuvem de gafanhoto pode
conter 40 milhoes de individuos por
quildémetro quadrado, o que repre-
senta um consumo didrio de 80 mil
toneladas de alimentos (Cosenza et al.
1994). Esse fato demonstra a impor-
tincia de se investir esforcos para
melhor conhecimento da espécie M.
Savoviride. Estudos realizados em nos-
so laboratério (Martins, 1998) e tam-
bém por pesquisadores do Cenargen
(Magalhaes et al. 1997) permitiram
concluir que esta espécie apresenta
baixa variabilidade genética quando
comparada a M. anisopliae.

Além de aspectos relacionados com
a variabilidade genética, o nosso gru-
po também tem usado o RAPD para a
identificacdo taxondmica de alguns
isolados de fungos entomopatogéni-
cos (Azevedo, 1999) e para o monito-
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Figura 5. RAPD de 13 isolados
de M. anisopliae obtido com o
primer OPX11. Acima de cada
linha encontra-se a denomina-
cao do isolado. O isolado E9 foi
amplificado duas vezes para se
ter um controle de
repetibilidade. Na linha M, apre-
senta-se o marcador de peso
molecular (A\DNA Hind IID).
(Fungaro et al. 1996)

ramento de cruzamentos entre isola-
dos de M. flavoviride (Martins et al.,
1999).
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