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As doencas das plantas sdo responsaveis por cerca de 40% das perdas na agricultura. A detecao
precoce dos agentes patogénicos causadores das doencas, como fungos, bactérias, virus e outros,
permite reduzir as perdas causadas, bem como evitar a disseminacdo destes agentes patogénicos

para novas areas, onde podem causar elevados danos a agricultura local. Além disso, a hecessidade

de produzir plantas livres de agentes patogénicos para comercializa¢cdo ou propagac¢do exige métodos

de diagndstico extremamente sensiveis.

A existéncia de métodos de diagnéstico que permitam identi-
ficar com precisao as doencas vegetais é essencial no cenario
de mudangas climaticas, em que os agricultores enfrentam o
aparecimento de novos e desconhecidos agentes patogénicos.
Atualmente, existe uma grande variedade de técnicas que per-
mitem detetar agentes patogénicos em plantas. Com o avango
da ciéncia, nos Gltimos anos, varios novos métodos de diagnds-
tico tém sido desenvolvidos, fornecendo alternativas rapidas,
sensiveis e eficientes para a detecao cada vez mais precoce de
agentes patogénicos permitindo reduzir a aplicagao de fitofar-
macos, assim como diminuir as perdas de producao.

Neste artigo iremos resumir os métodos atual-
mente disponiveis para o diagndstico de agentes
patogénicos em plantas, desde os mais convencio-
nais até a tecnologia de ponta, mostrando as van-
tagens e desvantagens de cada um e o potencial
que apresentam para uma agricultura sustentavel.
Azeitonas com
sintomas de gafa

e crescimento do

fungo causador da
gafa, em placa de Petri

A evolucdo das técnicas de diagndstico de doencas
em plantas

A observacao de sintomas de doencas de plantas é o método
mais facil e rapido para diagnosticar doencas de plantas. No
entanto, muitos agentes patogénicos causam sintomas seme-
[hantes e a sua identificacdo depende da elevada experién-
cia do observador. Além disso, infecdes latentes ou muito
iniciais ndo sdo detetadas. Técnicas mais modernas usam
sensores Oticos para detetar alteragbes em plantas antes do
aparecimento de sintomas visiveis ‘a olho nu’ (Reis Pereira
etal., 2024), no entanto, a interpretagao desses dados ainda
é complexa.

Os métodos baseados no crescimento de agentes patogé-
nicos em laboratério envolvem o cultivo destes agentes em
placas de Petri, em meios especificos, sob condiges contro-
ladas, seguido da sua identificagao através de métodos mor-
folégicos e microscépicos (Ferone et al., 2020). Sao métodos
simples mas muitas vezes exigem vdrias semanas até chegar
a identificagao, e sdo limitados pelo facto de que nem todos
os agentes podem ser cultivados, como por exemplo os virus.
Os métodos imunolégicos (ou seroldgicos) detetam agen-
tes patogénicos através de reagdes com anticorpos, que
podem ser marcados e que reconhecem antigénios espe-
cificos (Fang e Ramasamy, 2015). Por sua vez, as técnicas
de hibridacao utilizam a ligacdo de sequéncias de DNA
complementares para identificar os agentes patogénicos
presentes, embora sejam trabalhosas e dispendiosas. Mais
recentemente, tém sido desenvolvidos biossensores que
sdo ferramentas que permitem detetar e quantificar alvos
biol6gicos em amostras (Bridle e Desmulliez, 2021), ofere-
cendo rapidez, baixo custo, alta sensibilidade e possibili-
dade de portabilidade.
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Preparacdo de uma reacéo de PCR

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que
permite a amplificacdo de fragmentos de DNA especificos,
podendo confirmar a presenca do agente patogénico (Shen,
2019). E um método muito sensivel e rapido, no entanto requer
equipamento especifico e pessoal qualificado. Existem diver-
sas variantes da técnica de PCR. O PCR quantitativo (qPCR),
ou PCR em tempo real, mede o DNA amplificado numa rea-
¢do, conseguindo quantificar o agente patogénico numa planta
(Postollec et al., 2011) e, apesar de ser mais caro, é mais
rapido, especifico e sensivel que o PCR convencional o que é
essencial na detecao precoce de agentes patogénicos. Existem
ainda outras variantes de PCR, como o PCR digital de goticulas
(ddPCR), multiplex PCR, nested PCR, mas todas com o princi-
pio da amplificagao especifica de acidos nucleicos (Hindson et
al., 2011). A amplificacdo de DNA também pode ser realizada
por métodos de amplificacdo a temperatura constante, ndo
tendo a necessidade de um termociclador (Ivanov et al., 2021),
mas apresenta sensibilidade menor que o qPCR.

A sequenciacao de DNA (Beye et al., 2017) é uma técnica
que permite que microrganismos possam ser identificados
com precisdao. Quando o agente etiol6gico ndo é conhecido,
a identificagao pode ser alcangada por métodos de sequen-
ciacao de nova geragao (NGS) que permitem sequenciar qual-
quer material genémico numa amostra. As tecnologias NGS
permitem identificar novos agentes patogénicos, no entanto,
requerem poder computacional significativo, analises com-
plexas e os custos ainda sao relativamente elevados.

Outra técnica recente e inovadora é baseada no sistema
CRISPR-Cas. Este sistema, originalmente descoberto como
uma defesa natural de bactérias contra virus, pode ser progra-
mado para detetar sequéncias de DNA especificas de agentes
patogénicos. Como principais vantagens do CRISPR incluem-
-se a alta sensibilidade e especificidade, a minima necessi-
dade de equipamento avancado e a rapidez de resultados (2
horas). A tecnologia CRISPR-Cas pode ser combinada com a
amplificagdo isotérmica de acido nucleico baseada na extra-
¢ao da polimerase recombinase (RPA). A compatibilidade do
RPA com o CRISPR-Cas é excelente, e esta combinacdo RPA-
-CRISPR/Cas pode ser verificada no campo, com resultados
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extremamente rdpidos e sensiveis. E uma técnica recente que
ainda ndo estd amplamente implementada, pois exige ele-
vado conhecimento técnico e apresenta ainda custos muito
elevados. Espera-se, no entanto, que num futuro préximo seja
vastamente aplicado e com custos mais reduzidos.

Conclusdes e desafios

Os avancos recentes no diagndstico de agentes patogénicos
de plantas, permitem detetar agentes patogénicos com ele-
vado nivel de sensibilidade e precisao, antes do aparecimento
de sintomas, abrindo novas oportunidades para controlar e
prevenir o aparecimento de doencas na agricultura.

Como apresentado neste artigo, sdo varios os méto-
dos que permitem diagnosticar doencas em plantas.
A escolha do método de detecdo depende de varios
fatores, nomeadamente da sensibilidade que se pre-
tende, do custo, da rapidez, do tipo de amostra e
também do acesso a laboratérios com protocolos
otimizados para a cultura/agente patogénico.

O desenvolvimento de novos métodos portateis e sensiveis de
detegdo de acidos nucleicos ainda é um campo crescente de
investigacdo que, nos proximos anos, fornecera possibilida-
des interessantes para investigadores e agricultores, exigindo
um minimo de equipamentos para que possa realizar uma
analise completa diretamente no campo, mesmo por pessoal
com treinamento minimo. Tal trard grandes beneficios para a
agricultura em todo o mundo, pois sera possivel monitorar, no
local e com eficiéncia, grandes areas cultivadas. No entanto,
os testes realizados em laboratério sdo atualmente os que per-
mitem resultados mais precisos.

A Escola Superior Agrdria do Instituto Politécnico
de Santarém presta, no seu Laboratério de Biologia
Molecular, sob responsabilidade da Professora Carla
Varanda, servi¢os de apoio a agricultores, nomeada-
mente em termos de detecdao de agentes patogéni-
cos nas culturas, onde tem protocolos moleculares
altamente sensiveis e otimizados para identificar
diversos agentes patogénicos em varias culturas.

Para além disso tem reforcado a investigacao na area da pro-
tecdo de plantas e diagndstico, de forma a fornecer aos agri-
cultores as tecnologias mais recentes e sensiveis, com a otimi-
zagao de protocolos necessdria as condigdes especificas que
determinada cultura e agente patogénico requer.
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