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O diagnostico molecular tem viabilizado a detec¢do antecipada de fitopatégenos. Isso tem permitido o
estabelecimento de medidas de mitiga¢do e monitoramento para evitar a transmissao das pragas agricolas, evitando
perdas significativas na producdo agricola. O desafio da técnica ¢ a obtencdo de iniciadores espécie-especificos,
um processo detalhado que envolve vérias etapas. Nesta compilacdo foram reunidos em um tnico lugar os critérios
de obtengédo e analises in silico necessarias a obtencdo de iniciadores espécie-especificos na PCR visando a
detecgdo precisa da espécie alvo, minimizando falsos positivos e falsos negativos.
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In silico analyses and the design of species-specific primers for plant pathogen

molecular diagnosis. The molecular diagnosis has enabled the early detection of phytopathogens. That
has allowed the establishment of mitigation and risk measures, avoiding significant losses in agricultural production.
The technique’s challenge is obtaining species-specific primers, a detailed process involving several steps. This
work gathered the criteria for obtaining and in silico analyses necessary to get species-specific primers in one
place. Using species-specific primers in PCR allows accurate detection of the target species, minimizing false
positives and negatives. Therefore, It contributes to preventing the transmission of agricultural pests.
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Nas Américas, as pragas agricolas sdo responsaveis
por cerca de 40% das perdas de producao e da baixa
produtividade das lavouras (FAO, 2021). Estas perdas
sdo na sua maioria atribuidas aos fungos
fitopatogéncios. A deteccao rapida e precisa destes
agentes causais € importante para estabelecer as
medidas de mitigagdo e manejo das doengas. O
desenvolvimento de iniciadores espécies-especificos
utilizando a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR),
visando a identificacdo do agente causal da doenga, &
uma realidade na fitopatologia (GARCIA, 2013). Essa
abordagem ¢ especialmente importante para o
diagnostico de doengas causadas por agentes
biotroficos, como infec¢des virais, bacterianas,
fingicas ou parasitarias, e pragas quarentenarias, tais
como a moniliase dos genéros Theobroma e Herrania
(Moniliophthora roreri). Essas técnicas moleculares
sdo vitais para a identifica¢@o rapida e precisa do agente
causal de doengas, e elas também desempenham um
papel importante na pesquisa epidemioldgica e na
vigilancia gendmica. A medida que a tecnologia avanga,
essas técnicas tornam-se cada vez mais sensiveis,
especificas e acessiveis, beneficiando também a
medicina e a saude publica.Parte superior do formulario

O desenvolvimento de uma metodologia por meio
de deteccao por PCR convencional ou PCR em tempo
real, para identificar uma espécie-alvo, envolve varias
etapas criticas. O primeiro passo € escolher a espécie
alvo que se almeja detectar e identificar uma regiao
gendmica exclusiva que seja altamente especifica para
essa espécie. Isso pode ser feito por meio de pesquisa
genOmica e analise de sequéncias. O segundo passo ¢
o desenho dos iniciadores baseando-se nas regides
selecionadas como promissoras. Para isso, ¢
importante seguir alguns pardmetros basicos, como a
Temperatura de melting (Tm) dos iniciadores, evitando
estruturas secunddarias indesejadas, garantindo a
especificidade e uma amplificacdo eficiente. Uma vez
obtidos os iniciadores, segue-se a etapa de otimizacao
e validagdo. O objetivo deste estudo foi compilar os
principais passos ¢ pardmetros para o desenho de
iniciadores espécie-especificos e apresentar
ferramentas computacionais para as analises dos
iniciadores desenvolvidos, as quais sdo fundamentais
para o desenvolvimento de testes de diagndstico
molecular precisos e eficazes. Sendo assim, torna-se
imprescindivel que se tenha um par de primers
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especifico capaz de se ligar exclusivamente na regiao
genOmica de interesse, para se obter um produto de
PCR espécifico a espécie alvo (KUBISTA et al., 2006).
As principais ferrmentas/passos computacionais que
devem ser incluidas no estudo sao:

1. Bancos de Dados Gendmicos: Existem bancos
de dados gendmicos que contém sequéncias de DNA
de varias espécies; esses dados disponiveis devem ser
utilizados no desenho de iniciadores, com o
estabelecimento das sequéncias promissoras. Ao
desenhar primers, deve-se compreender o conceito
do alinhamento de sequéncias, essencial para a
realizagdo de tarefas mais complexas. O alinhamento
ajuda a identificar regides especificas que sdo
exclusivas de uma espécie ou grupo de interesse. Isso
¢ crucial ao desenhar primers espécie-especificos para
diagnostico molecular (Figura 1A).

2. Analise de Sequéncias: E necessario utilizar
softwares para alinhamento de sequéncias, como por
exemplo, o MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis). Essa analise permite identificar regides
conservadas e exclusivas no genoma da espécie alvo,
e avaliar a probabilidade de amplificacdo cruzada
(Figura 1B).

3.Software de Desenho de Iniciadores:
Ferramentas de software que auxiliam no desenho de
iniciadores, considerando parametros estabelecidos,
como Tm e especificidade (Figuras 1C e 1D).

4. Modelagem de Estruturas Secundarias:
Ferramentas para prever e avaliar estruturas
secundarias dos iniciadores (Figura 1E).

5.Simulacdes de PCR: Software que permite
simular as condi¢des de PCR para verificar a eficacia
dos iniciadores (Figura 1E).

6.Bancos de Dados de Sequéncias de
Controle: Sequéncias de controle para testar a
especificidade dos iniciadores computacionalmente
(Figura 1G).

Seguindo as etapas estabelecidas na Figura 1, e
utilizando as ferramentas da bioinformatica
apresentadas na Figura 2, é possivel realizar um
diagnostico preciso da espécie-alvo. As sequéncias de
interesse devem ser obtidas de uma fonte de dados
publicos, como o GenBank do NCBI (National Center
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Figura 1. Fluxograma visando o desenho de iniciadores espécie-
especificos.

for Biotechnology Information), que ¢ o mais usual
e abrange genomas de diversas espécies. Essas
sequéncias sdo obtidas por meio de sequenciamento e
assim disponibilizadas gratuitamente. Apés selecionar
os genes de interesse, deve-se estabelecer um
alinhamento de sequéncias entre individuos do mesmo
género, a fim de detectar regides gendmicas similares
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e distintas entre a espécie-alvo e nao alvo, priorizando
assim as regioes exclusivas da espécie-alvo. Existem
ferramentas gratuitas geralmente utilizada nos
desenhos de iniciadores, um exemplo € o Primer3Plus,
em que as sequéncias promissoras sdo submetidas aos
parametros estabelecidos, € entdo o software oferece
alternativas de pares de primers.

Os parametros basicos e essenciais para o desenho
de primers eficientes sdo o seu tamanho, que pode
variar de 18 a 23 pares de bases (pb), a temperatura
de anelamento dos pares de primers, com diferenca
maxima tolerada de 5°C, o conteido GC que deve
variar entre 40% a 60%, a auséncia de repeticdo de
quatro ou mais nucleotideos idénticos nos primers. E
também importante de evitar a formacao de estruturas
secundarias, como a formacdo de autodimeros,
heterodimeros e hairpins, tendo como referéncia a
Energia Livre de Gibbs (Delta G) acima de -9kcal/mol
(GIRARDON et al. 2016). Todos esses parametros
sdo definidos no software Primer3Plus
(UNTERGASSER et al. 2007).

Apo0s a determinagao dos pardmetros, os pares de
primers sio desenvolvidos e os promissores
selecionados. Os pares de primers selecionados sio
entdo analisados no Oligo Analyzer Tool,
MFEprimer3.1 e NCBI Primer-Blast (QU et al., 2009;
WANG eetal., 2019; YE etal., 2012). O Oligo Analyzer
fornece dados dos primers, como o total de pb,
percentual de CG, temperatura de Melting, peso
moleculares e quantidade de estruturas secundarias.
O MFEprimer-3.1 ¢ um programa para checar a
presenca de hairpins, dimeros e potenciais amplicons
gerados com a utilizagdo dessas sequéncias. O Primer-
Blast — NCBI Blast ¢ uma ferramenta usada para
checar a especificidade dos primers. Visando a
aplicagdo desses iniciadores em PCR em tempo real,
a andlise da curva de Melting pode ser realizada com
o Software https://www.dna-utah.org/umelt/quartz/
um.php (WEBER et al., 2015). O software simula a
reagdo de PCR e a curva melting. Essa analise ¢
fundamental por indicar a presenca de dimeros.

Seguindo a pipeline aqui descrita, conforme Silva
et al. (2022), foram desenhados pares de primers
altamente especificos a Moniliophthora perniciosa,
fungo hemibiotrofico e agente causal da vassoura de
bruxa do cacaueiro. Ha também estudos em que foram
desenvolvidos primers eficientes para detec¢do de
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Figura 2. Lista de Softwares ultizados para o desenho e analises in silico de iniciadores espécie-

especificos.

subpopulagdes de Fusarium oxysporum (JIMENEZ-
FERNANDES et al., 2010), patégeno que causa a
obstrucdo do sistema vascular do hospedeiro
(MICHEREFF et al., 2005).

Apos a validagdo in silico, € necessaria a validacao
experimental, a qual implica em testar os iniciadores
em condicdes laboratoriais, determinando sua eficacia
e especificidade. Nesta etapa de validagdo, €
importante testar os inciadores em diversas condigdes:

Teste em amostras puras: Os iniciadores devem
ser testados em amostras puras de DNA do
fitopatogeno alvo para garantir que a amplificagdo
ocorra com sucesso.

Teste em amostras de campo: Os iniciadores
também devem ser testados em amostras do campo
que contenham o fitopatdgeno de interesse, a fim de
simular condi¢des reais de deteccao.
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Obter um bom controle positivo e negativo:
E essencial incluir controles positivos (amostras
contendo o fitopatdgeno) e negativos (amostras livres
do fitopatdégeno) em cada reacdo de PCR a fim de
verificar a especificidade e sensibilidade dos
iniciadores.

Verificar a amplificacido cruzada: Testar os
iniciadores em amostras que contenham outros
organismos que possam estar presentes nas plantas
ou no ambiente, a fim de garantir que ndo haja
amplificagdo cruzada com espécies nao alvo. Isso é
particularmente importante quando se trata de
fitopatogenos em culturas onde a transferéncia
horizontal de genes entre diferentes patdgenos € uma
possibilidade (RANGEL, 2017). No caso dos fungos
do cacaueiro, sabe-se que ha transferéncia horizontal
de genes entre Moniliophthora perniciosa
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(causador da vassoura-de-bruxa) e Moniliophthora
roreri (causador da moniliase), ou até mesmo
fitopatogenos nao relacionados como Phythophthora
spp. (causador da podridao parda). Portanto, ao
desenvolver iniciadores para detectar esses patdogenos,
¢ essencial garantir que os iniciadores sejam
especificos para as cepas-alvo. Também deve-se
considerar amostras de campo que possam conter
outros fungos, microrganismos e material genético
relacionado. Isso ajudara a verificar se os iniciadores
produzem amplificagdes especificas para o patdogeno
de interesse e ndo para outras espécies nao alvo ou
cepas geneticamente distintas.

Apresentar Sensibilidade: Determina a menor
quantidade de DNA do fitopatdégeno que pode ser
detectada usando os iniciadores. Isso ajuda a avaliar a
sensibilidade do ensaio.

Repetibilidade: Deve-se repetir o teste varias
vezes para verificar a consisténcia dos resultados e a
reprodutibilidade do método.

Realizar a comparacio com outros métodos:
Compara os resultados da PCR com outros métodos
de diagnostico, se disponiveis, para verificar a
concordancia entre as técnicas.

Essas etapas contribuem para a precisdo e
confiabilidade dos testes de diagndstico molecular, de
forma a se obter um diagnostico precoce e especifico
para o microrganismo de interesse. Dessa forma, ¢é
possivel estabelecer medidas para manejo adequado
do fitopatogeno, evitando sua disseminacgao,
assegurando a qualidade da produgdo agricola e
podendo assim se estabelecer medidas de controle
sustentaveis.
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