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Uso e potencial do MALDI-TOF na deteccio de fitopatégenos. Cledir Santosl,
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O manejo eficaz das epidemias de doengas em plantas depende da capacidade técnica e
do conhecimento cientifico disponivel para detectar o agente fitopatogénico e realizar
um diagndstico correto. A identificacdo precisa e a deteccdo precoce de patogenos €
crucial no monitoramento e estabelecimento das estratégias de controle, bem como na
deteccao de patogenos quarentenarios que podem colocar em risco a producao agricola
de uma regido ou mesmo de um pais. Os métodos convencionais para a identificacao de
fitopatogenos baseiam-se na interpretacdo dos sintomas visuais in loco e/ou no
isolamento e concomitante crescimento em meios de cultura especificos. A precisdo e a
confiabilidade destes métodos sdo altamente dependentes da experiéncia técnica e do
conhecimento cientifico do pesquisador responsavel pelo diagnodstico. Os diagndsticos
que requerem o isolamento e crescimento dos fitopatogenos em meio de cultura podem
ser morosos, 0 que em muitos casos pode se tornar impraticavel quando ¢ necessario
obter resultados em um curto espago de tempo, como no caso de patdogenos
quarentenarios. Além disso, em certos casos a identificacio com base apenas nas
caracteristicas morfoldgicas dos agentes fitopatogénicos pode ndo ser alcancada, uma
vez que estas caracteristicas sdo insuficientes para a sua distingdo e correta
identificacdo. A espectrometria de massa, pela técnica de MALDI-TOF MS, tem sido
usada como uma abordagem fenotipica para a identificagao rapida de fitopatogenos em
culturas puras e em plantas. Quando aplicada a identificagdo de fitopatdgenos, esta
técnica esta fundamentada na analise das proteinas constituintes das células microbianas
intactas, onde o espectro de massa dos biomarcadores celulares é gerado e interpretado
como um fingerprint celular. Para tal, na anélise de rotina, normalmente uma pequena
quantidade da amostra do material bioldgico — cerca de 1 pg de biomassa — ¢ transferida
directamente da placa de cultura para a placa de MALDI-TOF e recoberta por uma
matriz organica em solugdo aquosa e acidificada. A acidez desta solugdo ¢ fundamental
para uma extragdo optima dos biomarcadores a serem analisados. Depois de evaporada a
fase liquida, obtém-se um material cristalizado, necessario a ionizagao das moléculas.
As amostras sdo, entdo, submetidas a um sistema de vacuo e irradiadas por um laser
pulsado de nitrogénio a 337 nm. Esta irradiagdo conduz a ionizagdo suave das
moléculas, onde a matriz organica previne a fragmentagcdo molecular. A nuvem de ions
gerada durante a ionizacdo ¢ acelerada para dentro do tubo “TOF”, onde esses ions sdo
separados de acordo com os seus tempos de voos individuais. O tempo de voo de cada
ion ocorre em funcdo da razdo massa/carga (m/z) e os espectros finais sdo obtidos numa
escala de 2 a 20 kDa. Finalmente, esses espectros sdo tratados numa bancos de dados
contendo espectros tedricos e experimentais para as diferentes espécies de fungos. Na
presente conferéncia serdo apresentados os Ultimos avancos sobre a técnica de



MALDI-TOF MS aplicada a identificacdo de fitopatégenos em culturas puras e em
plantas.



