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Distribuicao de Candidatus Liberibacter americanus e Candidatus
Liberibacter asiaticus em plantas citricas

RESUMO - A severidade dos sintomas provocados pelo Huanglongbing
(HLB) ou Greening, a rapida progressao na incidéncia de plantas afetadas nos
pomares e o fato de esta doencga afetar indistintamente todas as variedades
comerciais de citros, contribuiram para este estudo que visou conhecer o
padrdo de colonizag&o da bactéria Candidatus Liberibacter americanus (Lam) e
Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) em plantas citricas. O PCR
convencional é o teste atualmente utilizado na diagnose. Apesar de ser uma
técnica reconhecidamente sensivel, para o caso do HLB tem sido apenas
confirmatério, ou seja, somente permite deteccao da presenca da bactéria em
amostras de folhas sintomaticas. Surgiram aprimoramentos da técnica de PCR,
como é o caso do Nested PCR e o PCR quantitativo (qPCR), demonstrado
neste trabalho ser o método empregado mais sensivel que o PCR
convencional. Assim, através deste estudo pode-se concluir que Las e Lam se
concentraram prioritariamente nas partes com sintomas de HLB das plantas de
campo, naturalmente inoculadas e infectadas por liberibacter, se diferenciando
na média do numero estimado de cépias de liberibacter por grama de folha de
plantas afetadas, sendo Las com 5,63 contra 5,01 em plantas afetadas por Lam
(titulo bacteriano). A proporcao de amostras positivas para Lam foram de 21
(19%) contra 12 (11,2%) amostras positivas para Las. A maior parte das
amostras foi negativa para ambas as liberibacters (96 — Las e 90 — Lam). O
pequeno acréscimo nos resultados positivos obtido pelo método de gPCR,
aliado ao seu alto custo, nado justifica a substituicdo do PCR convencional por
este método na diagnose laboratorial do HLB, ficando restrito somente a
pesquisa.

Palavras chave: citros, Greening, Huanglongbing, PCR quantitativo.



“Distribution of Candidatus Liberibacter americanus e Candidatus
Liberibacter asiaticus on citrus plants”

SUMMARY - The degree of severity of the symptoms developed by
Huanglongbing (HLB) or Greening, the fast incidence of diseased plants at
different orchards and the fact that this phytopathogen affects various
commercial citrus varieties have contributed to the proposition of the present
work, that aimed to know the colonization pattern developed by the bacteria
Candidatus Liberibacter americanus (LAM) and Candidatus Liberibacter
asiaticus (LAS) on citrus plants. The conventional PCR is the current used
assay to detect HLB. Besides being a sensitive and specific technique it is
currently seen and a molecular technique that confirms the already symptomatic
leaves of diseased plants. Improvements of the PCR technique named the
Nested PCR and the quantitative PCR is described in this work as the most
sensitive to detect the phytopathogen prior to the development of the symptoms
disease. So, based on the results obtained in this work it was possible to
conclude that LAS and LAM concentrate showed a tendency to appear mostly
on parts of the plants exhibiting symptoms and that are already infected by
these bacteria, showing difference when mean number of copies of liberibacter
per g of leaf of infected plants, with LAS value of 5.63 as compared to 5.01 for
LAM on plants with LAM detectable symptoms (high bacterial titer). The ratio of
LAM positive samples was 21 (19%) against 12 (11.2%) positive for LAS. The
majority of the samples were detected as negative for both bacteria (96% for
LAS and 90% for LAM). The small increase on the positive results obtained
when qPCR was used and considering its present high analysis cost, this type
of PCR is not seen as adequate to diagnose LAM or LAS.

keywords: citrus, Greening, Huanglongbing, quantitative PCR.



I. INTRODUCAO

O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de frutas citricas, com uma area
cultivada de aproximadamente um milhdo de hectares. Sua produgédo chega em torno
de 18,8 milhdes de toneladas/ano. O Estado de Sdo Paulo conquistou nas ultimas
décadas a posicao de principal pélo mundial da produgéo de citros e movimenta R$9
bilhbes por ano, e é responsavel por 72% da area cultivada no pais, gerando mais de
500 mil empregos diretos e indiretos (IBGE - Censo 2004).

O Brasil € o maior exportador de suco concentrado de laranja do mundo,
dominando 50% do mercado mundial. Sdo Paulo e Flérida dominam a produgéo
mundial, sendo um caso raro quando se trata de commodities agricolas (BELASQUE Jr.
et al., 2009). Para se ter uma estimativa de valores em 2005, o pais exportou 1.777.599
toneladas, gerando 1,1 bilhdes de doélares. O Brasil detém hoje 40% da producéo
mundial de laranja e 59% do processamento dessa fruta, mas varios fatores interferem
nesses dados, como por exemplo, problemas climaticos, de mercado e fitossanitarios,
observados em diversos momentos ao longo dos ultimos anos (ROSSETTI, 2001).

Os problemas fitotécnicos e fitossanitarios que surgem, tém sido confrontados,
mostrando que a pesquisa e a citricultura em geral tém sido parceiras nessa luta
constante que é o que garante o grande sucesso dessa atividade, importante fonte de
divisas para o nosso pais (ROSSETTI, 2001).

Atualmente a citricultura brasileira passa por um dos seus momentos mais
dificeis. Somado aos tradicionais problemas fitossanitarios que além de reduzir muito a
produtividade da laranjeira, as doencgas e pragas fazem o custo de producdo aumentar
consideravelmente. Destacam-se algumas doencas de grande importdncia como: o
cancro citrico, a clorose variegada dos citros (CVC), a morte subita (MSC), a pinta preta
e recentemente o “Huanglongbing” (HLB), palavra chinesa que significa “doenca do
ramo amarelo”, assim chamado na China, ou “greening” identificado assim na Africa.
Esta doenca é considerada a mais severa e importante de citros do mundo. Embora os

membros da Organizacao Internacional de Virologistas dos Citros — IOCV (“International



Organization of Citrus Virologists”) tenha proposto, em 1995, o nome oficial de
“Huanglongbing”, a doenca € mundialmente mais conhecida como “Greening”, nome
dado na Africa do Sul por causa da maturagdo desuniforme dos frutos nas plantas
afetadas.

O HLB é associado a trés espécies de bactérias Gram-negativas, denominadas
Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) africanus, Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) asiaticus
e a Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) americanus, que séo restritas ao floema das
plantas infectadas e de dificil cultivo in vitro (DAVIS et al.,, 2008 e SECHLER et
al.,2009). Até 2004, conhecia-se apenas duas espécies de liberibacter, a Ca. L.
asiaticus e Ca. L. africanus. Estas duas espécies sao transmitidas, respectivamente,
pelos psilideos Diaphorina citri (CAPOOR et al.,1967) e Trioza erytreae (McCLEAN, et
al.,1965). Através de ferramentas da biologia molecular, como seqiienciamento e
analise de parte do DNA da bactéria (regido génica e intergénica 16S - 23S), foi
possivel a identificacdo de uma terceira espécie no estado de Sdo Paulo, a qual foi
denominada Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) americanus (TEIXEIRA et al., 2005),
sendo o psilideo D. citri o vetor da bactéria Ca. L. americanus (YAMAMOTO et al.,
2006).

Plantas afetadas pelo HLB geralmente ndo apresentam bom desenvolvimento,
com ramos amarelos e desfolha. Os frutos de arvores que apresentam sintomas séo
pequenos, deformados, contém sementes abortadas e queda precoce dos frutos pela
maturacao desuniforme.

O primeiro levantamento amostral realizado em setembro de 2004 apontou a
presenca do HLB em 3,4% dos talhdes de citros de 45 municipios paulistas. Apds
quatro anos apés a constatacdo da presenca do HLB no Brasil, através da identificagao
dos sintomas nas plantas e testes moleculares especificos, foi publicada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) uma Instrugdo Normativa n®53 (IN
53), divulgada no Diéario Oficial em 17 de Outubro de 2008. Anteriormente a Instrugéao
Normativa n®32, determinava a eliminagcdo somente das plantas sintomaticas
comprovadamente infectadas, ja a IN 53 determina a eliminacdo das plantas

sintomaticas e assintomaticas do mesmo talhdo quando a incidéncia da doenca €



superior a 28%. Além disso, a IN 53 também proibe a producao de material propagativo
de citros, nas areas de ocorréncia do HLB, quando nado realizada em ambiente
protegido; proibe a producdo, comércio e transito de plantas de Murraya paniculata
nessas mesmas areas; determina que citricultores fagcam, no minimo, inspecdes
trimestrais para detecgdo de plantas com HLB e determina que sejam feitas amostras
compostas, de 10% das plantas sintomaticas detectadas, para comprovagdo da
infeccdo por HLB em pomares afetados pela doenca (BELASQUE Jr. et al., 2009).

A diagnose do HLB ¢é efetuada pela observagcdo do sintoma tipico de
mosqueado, que consiste em clorose difusa do limbo foliar, e pela amplificacdo via PCR
convencional (cPCR) de fragmentos dos genes ribossomais e do operon beta das
bactérias associadas ao HLB. O teste de PCR convencional tem seu uso limitado
apenas para confirmar ou ndo a presenca de Liberibacter em amostras suspeitas em
funcédo de que o teste é capaz de detectar o patdégeno em tecidos sintomaticos (folhas
com nervura amarelada e mosqueado) e em tecidos assintomaticos (associado ou nao
a deficiéncias minerais) (WULFF et al., 2006 e TEIXEIRA et al.,2008). Atualmente a
busca por testes mais sensiveis e capazes de detectar a bactéria em tecidos
assintomaticos é enorme, pelo simples fato da planta afetada ser uma grande fonte de
inoculo na disseminagéo da doenga nos pomares.

Através de um dos levantamentos amostrais de HLB feito no Estado de Séao
Paulo desde o surgimento da doenca, em Abril de 2008 pode-se estimar 0 numero de
plantas que apresentavam sintomas da doenca. Pode constatar que em Sao Paulo a
doenca continua aumentando de forma acelerada e ocorre em todas as regides
citricolas do Estado. A porcentagem de pomares infestados aumentou (18,6%) e
constatou-se aproximadamente 1,15 milhdes de plantas sintomaticas. No ultimo
levantamento realizado em Abril de 2009 novas regides, pomares e plantas afetadas
pela doenga foram constatados. Nesse levantamento, foram detectados 24% dos
pomares do Estado de Sao Paulo com ao menos uma planta sintomatica e
aproximadamente 1,9 milhdes de plantas doentes (BELASQUE Jr. et al., 2009). Estima-
se que o numero de plantas com sintomas de HLB ja tenha atingindo mais de 4 milhdes
em todo o Estado de Sao Paulo.



Devido a severidade da doenca, os custos de producao aumentados, por ser
uma doenga que atinge todas as variedades comerciais de laranja doce (‘Valéncia’,
‘Valéncia americana‘, ‘Péra’, ‘Natal’, ‘Hamlin’, ‘Westin’, ‘Lima Verde’, ‘Bahia’,
‘Bahianinha’, '’Folha Murcha’ e ‘Shamouti’), tangerinas (‘Ponkan’ e ‘Cravo™), lima da
‘Pérsia’, lima acida ‘Tahiti’ e tangor ‘Murcott’, e considerando que o Unico manejo no
momento € o controle do vetor com produtos quimicos e erradicacdo das plantas
doentes causando um grande impacto econémico, o trabalho teve por finalidade a
busca de metodologias mais sensiveis € com mais especificidade baseados em PCR
(PCR convencional simples e duplo, Nested PCR e o PCR quantitativo) na deteccao do
HLB em plantas naturalmente infectadas por este patdgeno pelo inseto vetor
(Diaphorina citri — psilideo). Conhecer o padrao de colonizacao e titulo bacteriano de
liberibacter nas plantas citricas, comparando a severidade das espécies estudadas a
Ca. Liberibacter asiaticus e Ca. Liberibacter americanus.

Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histéria do “Huanglongbing” ou “Greening”

“Huanglongbing” é uma palavra de origem chinesa, que é designada pela copa
das arvores afetadas que contém um ou mais ramos com folhas amarelas, que se
destacam dos ramos normais, o que foi primeiramente chamada de doenca do “dragao
amarelo”. Esse nome foi proposto em homenagem ao Dr. Kung Hsiang Lin, pesquisador
chinés, que relatou pela primeira vez a doenca no sul da China em 1919 (BOVE, 2006),
e em 1956, depois de décadas de estudo e convivéncia com o problema, demonstrou
pela primeira vez, que se tratava de uma doenca infecciosa que pode ser transmitida
por inoculacao de enxerto de citros para citros (BASSANEZI et al., 2006).

Tal doencga pode ser também chamada de “Greening”, é considerado em muitos

paises a doenga mais destrutiva de citros no mundo, pela severidade dos sintomas, a



queda de producao de frutos, aos elevados custos de inseticidas (principalmente os
sistémicos), o potencial de progressdo da doenca e por afetar todas as variedades
comercias de citros, independentemente do porta-enxerto ou da copa, havendo apenas
diferencas de resisténcia e tolerancia entre elas (AYRES, 2006).

A forma asiatica (Ca. L. asiaticus) foi descoberta na Arabia Saudita enquanto que
a forma Africana (Ca. L. africanus) no Yemen do Norte (BOVE & GARNIER, 1984).
Ocorre em torno de 40 diferentes paises. Hoje, as duas formas afetam seriamente os
pomares de varios paises da Asia, africa, Oceania, América do Sul, América do Norte e
do Oriente Médio (BOVE, 2006). A doenca é mundialmente mais conhecida como
“Greening”, nome dado na Africa do Sul por causa da maturagdo ndo uniforme dos
frutos nas plantas afetadas.

A primeira constatacdo do HLB nos pomares brasileiros foi em margo de 2004,
quando alguns citricultores relataram ao Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) a
manifestacao de sintomas por eles desconhecidos, em varias plantas de pomares das
regides Centro e Sul do Estado de S&ao Paulo (FUNDECITRUS, 2006).

2.2. Bactérias associadas ao HLB - Candidatus Liberibacter spp.

Por mais de 60 anos ficou desconhecida a causa da doenca. Em 1956, através
de estudos do Dr. Kung Hsiang Lin, se confirmou o envolvimento de um agente
infeccioso, que a principio acreditou tratar-se de virus, pois era o0 Unico agente
conhecido transmissivel por enxertia. Portanto a natureza viral de HLB foi dada como
verdadeira por muitos anos. Posteriormente em 1970 (LAFLECHE & BOVE, 1970),
através de andlises microscépicas de tecido vegetal observada por Dr. Kung, que um
agente bacteriano em vasos do floema foi associado a doenca.

Apés diversos estudos relacionados a doenca, concluiu-se que, se trata de uma
bactéria Gram-negativa, restrita ao floema, pertencente a subdivisdo a do grupo das

Proteobactérias (JAGOUEIX et al., 1994). Seus parentes mais proximos sendo



membros do subgrupo a2. O nome ftrivial Liberibacter (do latin liber = casca e bacter =
bactéria) foi dado para organismos neste novo subgrupo.

Até meados de 2004, conheciam-se apenas duas espécies de Liberibacter, a Ca.
L. asiaticus e a Ca. L. africanus. Através do uso de ferramentas da biologia molecular,
oligonucleotideos iniciadores (primers) universais (fD1 e rP1) foram utilizados em DNA
de citros de folhas com sintomas e uma nova espécie de Liberibacter foi descoberta:
Candidatus (Ca.) Liberibacter (L) americanus. Na comparacao filogenética baseado na
regiao 16S rDNA, a nova espécie Liberibacter ndo agrupou-se dentro do grupo
“asiaticus/africanus”, mas formou uma ramificagdo separada. Além disso, para a
seqléncia de 16S rDNA, a seqiiéncia “africanus”, “asiaticus” e “americanus” na regiao
intergénica (IR) e génica do 16S rDNA e o 23S rDNA, tem sido também comparado
entre eles. A comparagao entre os DNAr 16S das formas asiatica e africana mostrou
que eles sao 97,8% homologos (JAGOUEIX et al., 1994). Enquanto a sequéncia de Ca.
L. africanus e Ca. L. asiaticus compartiiham 81,2% de identidade, a porcentagem de
Ca. L. americanus e Ca. L. africanus é de 72,2% ja a identidade de Ca. L. americanus e
Ca. L. asiaticus é apenas 71,4% (TEIXEIRA et al.,, 2008). Para dada espécie de
Liberibacter, a regido intergénica € altamente conservada: dois variantes diferentes da
mesma espécie tém 99% a 100% de sequéncia idéntica. Porém, quando uma variante
de uma espécie € comparada com uma variante de espécie diferente, a identidade de
seqliéncia é abaixo de 76%. Estes resultados confirmam que “africanus”, “asiaticus” e
“americanus” sdo trés espécies diferentes de Liberibacter (TEIXEIRA et al., 2006).

Hoje as trés espécies conhecidas sao: Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.)
asiaticus (forma asiatica), Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) africanus (forma africana) e
a Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) americanus (forma americana). Ca. L. asiaticus é o
agente causal do HLB na Asia, e também na Flérida, USA. Ca. L. americanus é o
principal agente do HLB no Estado de Sao Paulo, Brasil, mas Ca. L. asiaticus também
esta presente (BOVE, 2006).

A presenca de Candidatus Liberibacter spp. foi constatada primeiramente em

citros e mais tarde em murta (Murraya paniculata) (LOPES et al., 2005).



2.3. Transmissao de Candidatus Liberibacter spp.

O vetor do HLB o Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psilidea) é conhecido
no Brasil desde 1942, quando o psilideo foi descrito por Angelo da Costa Lima, da
escola Nacional de Agronomia do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Galo (ESALQ —
USP) em 1960 encontrou pela primeira vez o psilideo no Estado de Sao Paulo. Ele foi
relatado como vetor da bactéria Ca. L. americanus (YAMAMOTO et al., 2006) e Ca. L.
asiaticus (CAPOOR et al.,1967) no Estado de Sao Paulo onde a doenca foi
primeiramente constatada em meados de 2004.

A transmissao do vetor foi primeiramente demonstrada para o tipo africano de
HLB (Ca. L. africanus), pelo psilideo africano dos citros, o Trioza erytreae. O psilideo
asiatico dos citros o Diaphorina citri, foi encontrado também sendo o vetor do tipo
asiatico de HLB (Ca. L. asiaticus) no Brasil. Pesquisas demonstraram que D. citri, além
de ser o vetor de Ca. L. asiaticus, € também o vetor da bactéria Ca. L. americanus
(YAMAMOTO et al., 2006).

Através do processo de alimentacao, o psilideo de citros adquire o agente causal
do HLB de fontes infectadas, sendo que o tempo minimo de aquisi¢do pode variar de 15
a 30 min para D. citrie 24 h para T. erytreae. A transmissao do patdégeno para arvores
sadias, através da inoculagdo, pode ocorrer em menos de 1 hora para T. erytreae.
Periodos de laténcia relatados podem ser muito varidveis, de 24 h até 21 dias (LOPES,
2006), conduzindo para uma rapida epidemia de HLB se n&do houver uma medida de

controle.

2.4. SINTOMATOLOGIA

Os sintomas de HLB, tanto para Ca. L. asiaticus como Ca. L. americanus, sao
vitualmente os mesmos e independe de onde ocorre a doenga. Arvores afetadas

apresentam folhas com manchas assimétricas e difusas, com areas de cor verde



normal e outras com coloracdo verde-pdlidas (tipico mosqueado), que resultam no
desenvolvimento de ramos amarelos (geralmente em brotacdo nova), o primeiro e
principal sintoma caracteristico da doenga, com mais evidéncia no outono e inverno
(LOPES, 2006). As arvores tém o seu crescimento afetado (param de crescer) e as
folhas caem. Galhos afetados geram frutos bem menores e com forma assimétrica
(tortos) contendo sementes abortadas de coloragcdo marrom. Os frutos sdo pobremente
coloridos, com a coloragdo comeg¢ando no final do pedunculo (coloragdo inversa), ao
contrario de uma fruta normal, a partir do apice (BOVE, 2006), e quando cortados
longitudinalmente ao meio, observam-se diferengcas na cor dos gomos, indicando
maturacao nao uniforme dos mesmos (LOPES, 2006). Assim como as folhas, os frutos
caem precocemente, com perda imediata da producao.

A rapida evolugdo dos sintomas provocados pela bactéria Candidatus
Liberibacter spp. pode tornar a planta totalmente improdutiva em 2 a 5 anos apos o
surgimento dos primeiros sintomas (BASSANEZI et al., 2006).

2.5. CONTROLE

Ainda ndo ha medidas de controle que sejam efetivas e de baixo custo, nem
mesmo existem métodos curativos, para o HLB. Desta forma, a prevengao da infeccao
das plantas, que uma vez afetadas sdo fontes de inoculo para outras plantas, é
fundamental para o controle do HLB.

O controle apenas é preventivo e baseado, no Estado de Sao Paulo, em trés
recomendacgdes: (1) eliminagdo da fonte de inoculo por remocao de arvores afetadas;
identificacoes destas arvores sao baseadas nos seus sintomas, e requer que varios
levantamentos sejam feitos a cada ano; (2) tratamentos quimicos para diminuir a
populacdo do inseto vetor; e (3) uma eliminacdo total de Murraya paniculata, o
hospedeiro preferido de D. citri, e também hospedeiros nos dois agentes de HLB no
Estado de Sdo Paulo: Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus (BOVE, 2006).



ll. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada (LGBBA) na Universidade Estadual Paulista — UNESP Campus
de Jaboticabal — SP e no laboratério do Departamento Cientifico do Fundo de Defesa
da Citricultura — FUNDECITRUS. As plantas foram selecionadas previamente com
analise por meio da técnica PCR convencional duplo (cPCR duplo), sendo possivel
identificar qual planta estava infectada por Ca. L. americanus ou por Ca. L. asiaticus.

Foram selecionadas oito plantas de uma propriedade citricola no municipio de
Avaré — SP, da variedade “Valéncia” americana em porta enxerto “Limao Cravo”, com
aproximadamente cinco anos. Foram coletadas amostras foliares de trés ramos
principais oriundos dos troncos principais da planta (pernadas), sendo uma pernada
sintomatica e duas pernadas assintomaticas. Foram coletadas aproximadamente 27
amostras por planta, sendo que em apenas uma planta (planta B) foram coletados
quatro ramos secundarios da pernada sintomatica (12 amostras), atingindo um
montante de 219 amostras. Da pernada sintomatica foram coletadas amostras dos trés
ramos principais (superior, mediano e inferior), e medidas as distancias das inser¢oes
dos ramos medianos e inferiores em relagcao ao topo dos ramos superiores. Coletou-se
aproximadamente 10 folhas por amostra de um total de nove amostras por pernada
(exceto a planta B que foi coletado 12 amostras do ramo sintomatico da pernada
sintomatica). Nas duas pernadas assintomaticas foi seguido 0 mesmo procedimento.

As folhas coletadas foram lavadas, armazenadas em saco de plastico,
identificadas e acondicionadas a 4° C para preservar a qualidade das folhas até o
processo de extracao de DNA. A identificagcao e descrigdo das amostras encontram-se
na tabela abaixo.
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Tabela 1. Identificacdo e descricdo das amostras coletadas das 8 plantas de citros
com 5 anos de idade do municipio de Avaré — SP, variedade Valéncia americana

sobre lim&o Cravo.

Amostra Rua Planta Pernadas Ramo* Bactéria detectada
01-27 32 A 1,2,3 S, M, | Ca. L. asiaticus
28 — 57 38 B 1,2,3 S, M, | Ca. L. americanus
58 — 84 51 C 1,2,3 S, M, | Ca. L. americanus
85-111 82 D 1,2,3 S, M, | Ca. L. americanus
112-138 21 E 1,2,3 S, M, | Ca. L. americanus
139 - 165 36 F 1,2,3 S,M, | Ca. L. asiaticus
166 — 192 36 G 1,2,3 S,M, | Ca. L. asiaticus
193 — 219 46 H 1,2,3 S, M, | Ca. L. asiaticus

Total: 219 Total: 8 plantas
*S: ramo superior, M: ramo mediano, I: ramo inferior.

O peciolo foliar e a nervura central das folhas foram usados para o processo de
extracdo de DNA, sendo as amostras submetidas aos seguintes testes: reacdo de
cPCR simples (usando os primers de Ca. L. americanus e asiaticus separadamente),
cPCR duplo (usando os primers americanus / asiaticus juntos na mesma reacao),
Nested PCR e o PCR quantitativo ou qPCR.

3.2. Extracao de DNA

Amostras de DNA foram extraidas de nervuras e peciolos das folhas pelo
método envolvendo CTAB, modificado de Murray & Thompson (1980). Meio grama de
tecido vegetal fresco foi picado em papel toalha com auxilio de uma lamina, reduzindo o
tecido em pequenos fragmentos e colocados em tubos eppendorf de 2 ml, sobre os
quais foi adicionado 1.0 ml do tampao de extragao (CTAB 0,053 M, NaCL 1,4 M, PVP
10000 2%, Tris 0,1 M pH 8,0 e EDTA 0,25 M pH 8,0, adicionando B-mercaptoetanol, em
uma propor¢ao de 0,2%). A seguir todas as amostras foram incubadas em banho-maria
a 65°C por 3 horas, com uma agitacao por inversao a cada 30 minutos. As amostras
foram entao submetidas a centrifugacao (Eppendorf Centrifuge 5804R) por 5 min. &
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9569 a 22°C, e 800 pl do sobrenadante obtido transferido para um novo tubo eppendorf
de 2 ml. Posteriormente foi adicionado 800 ul de cloroférmio:isoamilalcool (24:1), e a
fase aquosa (700 pl) obtida por centrifugacdo a 20817g por 5 min. a 22°C, transferida
para um novo tubo eppendorf de 1,5 ml. Essa fase da extracédo
(cloroférmio:isoamilélcool) foi repetida por duas vezes. O DNA foi entdo precipitado pela
adi¢ao de 0,6 volumes (420 pl) de isopropanol e incubacdo a -20°C por 30 min. As
amostras foram centrifugadas a 20.817g durante 20 min. para formacao do pellet, o
qual foi lavado duas vezes com etanol 70% e centrifugado a 20817g por 10 min. A
seguir, o DNA foi desidratado por 3 min em speed-vac e ressuspenso em 50 ul de
tampéo (TE) Tris 10:1 EDTA, pH 8,0.

3.3. Quantificacao das amostras de DNA por espectrofotometro

As amostras de DNA foram previamente diluidas em agua ultra-pura (1/100) e
quantificadas por espectrofotometria no comprimento de onda de 260 nm e 280 nm,
para padronizacdo da concentracdo do DNA. Apds a padronizacdo, as amostras de
DNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% para visualizagdo e
andlise da qualidade dos mesmos. As amostras foram também submetidas a
quantificacao por meio do aparelho Nanodrop. As amostras que resultaram em valores
da proporcao Agzeo/Asso inferiores a 1,8 quando avaliadas pelo Nanodrop foram
submetidas novamente a lavagens e purificacbes. A média em ng/ul de DNA das
amostras foi de 670,64 ng/ul. As amostras foram diluidas a 100 ng/ul para padronizacao
dos testes aplicados.

Para o calculo da quantidade de DNA por grama de tecido foliar que compreende

nervura central e peciolo, foi feito a seguinte formula:

Quantidade DNA por pl x Fator de diluicao =
Quantidade DNA/g de tecido foliar
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3.4. Reacao em Cadeia da Polimerase - PCR convencional - cPCR simples e cPCR
duplo

Para a detecgdo de Ca. L. americanus e ou Ca. L. asiaticus foram realizadas as
reagcoes de PCR com os seguintes oligonucleotideos iniciadores (primers) GB1 (5" AAG
TCG AGC GAG TAC GCA AGT ACT 3’) e GB3 (5 CCA ACT TAA TGA TGG CAA ATA
TAG 3’) especificos para Ca. L. americanus que permite amplificacdo de 1.027 pares de
bases (pb) da regido 16S do DNA ribossomal (TEIXEIRA et al., 2005), Oi1(5’ GCG CGT
ATG CAA TAC GAG CGG CA 3’) e Qi2c (5 GCC TCG GCA CTT CGC AACCCAT3)
para Ca. L. asiaticus que amplificam um segmento de 1160 pb da regido 16S do DNA
ribossomal (JAGOUEIX et al.,1994) e RPLA2 (5° TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT
3’) e RPLJ5 (5° ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA 3’) para Ca. L. asiaticus que
amplificam um segmento de 703 pb da regiao beta operon (HOCQUELLET et al., 1999).

As reacdes de cPCR simples e cPCR duplo foram feitas em 40 pl contendo 0,5
mM de cada primer (cPCR simples — primers GB1 e GB3 ou Oi1 e Oi2c usados
separadamente e cPCR duplo — primers GB1, GB3 e Oi1, Oi2c juntos na mesma
reacao), 0,2 mM de dNTP, 0,5 mM de MgCl,, Tampéao 1X, 1,5U de Taq polimerase e 1
ul de DNA gendémico das plantas em estudo (diluidos previamente a uma concentragéo
de 100 ng/ulL). As reacgdes foram realizadas no termociclador (Mastercycler Gradient —
Eppendorf) e para as amplifica¢des utilizaram-se os ciclos:

- Ca. L. americanus (primers GB1 e GB3) utilizou-se 34 ciclos de 94°C por 45 s,
62°C por 45 s, 72° por 1 min e 4°C por tempo indeterminado.

- Ca. L. asiaticus (primers Oi1 e Oi2c) 35 ciclos de 92°C por 45s, 72°C por 90 s e
4°C por tempo indeterminado.

- Ca. L. americanus/asiaticus (cPCR duplo) 34 ciclos de 94°C por 30 s, 62°C por
45 s, 72°C por 90 s, seguindo-se de 72°C por 5 min e 15°C por tempo indeterminado.

Cada 20 pl dos produtos de PCR (amplicons) foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X (TAE 50X: Tris, Acido acético

glacial e EDTA) e corados com brometo de etideo (0,1 pg/mL). A visualizagdo dos
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produtos de PCR foi feita em transiluminador UV e registrada pelo sistema de
fotodocumentacéao.

3.5. PCR com primers universais da regiao do DNA ribossomal 16S (rDNA 16S)

As amostras de DNA obtidos no item 3.2 foram utilizados para o PCR com os
primers universais fD1 (5° AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3) e rP1 (5 ACG GTT
ACC TTG TTA CGA 3), que amplificam a regido do gene codificador do DNA
ribossomal 16S (WEISBURG et al.,1991). A reacédo da PCR foi feita com um volume
final de 40ul contendo 1X Tampao da enzima, 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
0,5 mM de cada primer universal (fD1 e rP1), 1,5U de Taq polimerase e 5 ul de DNA
gendémico vegetal (a 100 ng/ul). Para amplificagao utilizou-se um passo inicial de 94°C
por 3 min e 35 ciclos de 94°C por 1 min, 52°C por 1 min, 72°C por 90 s, e uma extensao
final de 72°C por 7 min. Para confirmacdo da integridade da reacao e para se evitar
futuras contaminagdes, a reacao foi verificada também por eletroforese em gel de
agarose a 1,2%, descrita no item 3.4.

3.6. Nested PCR

A partir da amplificacdo por PCR com os primers universais fD1 e rP1 (item 3.5),
parte do produto de cada reacao obtida foi utilizado para a Nested PCR, empregando-
se agora o0s primers mais internos e especificos para cada espécie de liberibacter
(primers da regiao 16S do rDNA). Estes primers Oi1 e Oi2c especifico para Ca. L.
asiaticus e GB1 e GB3 especifico para Ca. L. americanus, ocupam uma posigao interna
no seguimento amplificado pelos primers universais fD1 e rP1.

Para a reacao envolvendo o Nested PCR o produto da primeira reacao de PCR

foi utilizado na diluicdo 1:10 em agua ultrapura. Das diluigbes, 2 pl foi utilizado na nova
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reacado de PCR. O preparo do mix com os primers internos Oi1/0Oi2c e GB1/GBS3, foram
feitos como descrito anteriormente no item 3.4 (cPCR simples).

Essa etapa da diluigio do produto de PCR com primers universais e
posteriormente uma nova reagdo de PCR, agora com primers mais internos e
especificos para cada tipo de liberibacter, foi feito em fluxo laminar esterilizado com luz
UV, para evitar possiveis contaminagodes.

3.7. PCR quantitativo (qPCR)

A técnica de gPCR mostra-se bastante interessante, pois é uma inovacao
tecnolégica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que possibilita o
monitoramento do processo de quantificacao de fragmentos de DNA e RNA de maneira
precisa, com resultados em um tempo bem menor e com maior reprodutibilidade, pois
determina valores durante a fase exponencial das rea¢des (NOVAIS et al., 2004).

Para os ensaios de qPCR, as amostras de DNA foram obtidas pelo método
CTAB (MURRAY & THOMPSON, 1980) modificado, conforme descrito no item 3.2 e 0
DNA previamente diluido para uma concentracao final de 100 ng/pl.

Para a amplificacdo via gPCR em Tempo Real foi utilizado o aparelho StepOne
Plus thermocycler (Applied Biosystems) existente nas dependéncias do laboratério do
Departamento Cientifico do FUNDECITRUS. Para a amplificacao foi utilizado um Kit da
Applied Biosystems® denominado SYBR® Green PCR Master Mix, que € um composto
fluorescente que se liga entre a fita dupla de DNA, e com excitagao da luz emitida pelo
sistema otico do termociclador, emite uma fluorescéncia verde. Durante os ciclos
consecutivos do gPCR, a quantidade de DNA de fita dupla se eleva de maneira
exponencial, monitorando o aumento da quantidade de fluorescéncia combinada a
geracao de amplicons durante os ciclos da fase exponencial (LUZ et al., 2004).

Para cada reagéao foi utilizado uma quantidade de 25 pl do mix: 1x master mix,
150 nM de cada primer de Ca. L. asiaticus f-rplLAS (5 CGC CCG TTT CCG TTG 3’) e r-
rolLAS (5° AGC CTC TTT AAG CCC TAA ATC AG 3) e Ca. L. americanus f-roldJAm (5’
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GGA CAA GGG GAT ATT GGA TAA TGA TG 3’) e r-rolJAm (5° ATT AAG AGT TCT
AAG CAA CCT GAC 3) (TEIXEIRA et al., 2008) e 500 ng do DNA gendmico. Para
amplificacdo do DNA de ambas as liberibacters, o programa utilizado consistiu em 95°C
por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s, 63°C por 60 s e para obtengédo da curva de
Melting a temperatura foi de 69°C para 95°C por 20 s. Cada amostra de DNA foi testada
em duplicada para o célculo da média das amostras e a andlise dos dados foi feita no
software do aparelho StepOne Plus da Applied Biosystems.

O ponto que detecta o ciclo na qual a reacao atinge o limiar da fase exponencial
€ denominado de Cycle Threshold (Ct), esse ponto permite a quantificagdo exata e
reprodutivel baseado na fluorescéncia de cada amostra (NOVAIS et al., 2004).

3.7.1. Quantificacao de DNA de Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus para
construcao da curva de calibracao do qPCR (curva padrao).

Para validar o limite de deteccdo e a quantificacdo dos insertos (amplicons) de
interesse, os plasmideos contendo a inser¢do da sequéncia alvo foram utilizados para
obtencdo da curva padrao (TEIXEIRA et al.,, 2008 e LOPES et al., 2009). Apés as
etapas de clonagem, seqlenciamento e confirmacao pelo Blast, os plasmideos
contendo os amplicons (Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus) foram entao diluidos para
uma concentragao final de 10 ng/pl e mantidos a 4 °C até o momento do uso.

A curva padrdo foi construida por intermédio de diluicbes seriadas e decimais
dos plasmideos. Foram empregadas 6 diluicdes em série da solucao de DNA plasmidial
a 10 ng/uL, contendo na primeira diluicdo utilizada na curva padrdo 150 mil copias do
inserto e na ultima diluicdo 1,5 cépias do amplicon alvo.

Para o calculo do titulo bacteriano (Log 10), ou seja, 0 nimero de células de Ca.
L. americanus e Ca. L. asiaticus por grama de tecido foliar, foi usada a seguinte

formula:



16

Log 10 =
(Qtde DNA de liberibacter/100 ng de DNA total x Qtde DNA/grama de tecido foliar)
100

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Coleta das amostras foliares de plantas de campo

Na quadras da propriedade em estudo, foram inicialmente selecionadas 25
plantas que apresentavam os sintomas tipicos da doenga em apenas um ramo, o qual
se destacava dos outros pela coloracdo amarelada de suas folhas. Todas as plantas
encontradas foram avaliadas por cPCR duplo. Das plantas que resultaram positivo para
liberibacter, selecionou-se quatro infectadas por Ca. L. americanus (Lam) e quatro por
Ca. L. asiaticus (Las) (Fig. 1), a maioria exibindo sintomas iniciais da doenca,
caracterizados por amarelecimento foliar com clorose difusa ou n&o, associado a

sintomas leves de deficiéncia mineral.
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1027 bp - AM
703 bp - AS
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Figura 1. Eletroforograma em gel de agarose 1,2% em TAE [1X]

com o resultado da primeira amplificagdo por cPCR duplo para
selecionar as plantas positivas para Ca. L. asiaticus (AS) e Ca. L.
americanus (AM). Planta A=AS, B= AM, C= AM, D= AM, E= AM,

F= AS, G= AS, H= AS. Os dois pares de primers utilizados foram
GB1/GB3 (1027 bp) e RPLA2 e RPLJ5 (703 bp). PM= marcador de
tamanho molecular de 1 kb, C+= controle positivo para ambas
liberibacters (Ca. L. asiaticus — AS e Ca. L. americanus — AM).

A Figura 2 ilustra uma das oito plantas escolhidas e a Figura 3 mostra o corte
oriundo dos troncos principais da planta (pernadas) assintomaticas e sintomaticas.



Figura 2. Foto da planta A infectada pela bactéria Ca. L. asiaticus em estagio inicial.

Circulo em vermelho mostra o ramo superior apresentando sintoma tipico de HLB.

) i DT 43

Figura 3. Foto da planta A. Seta branca indica como foi a retirada da pernada

assintomatica e pernada sintomatica para escolha dos ramos (superiores,
medianos e inferiores), desenho da planta e coleta das amostras.

18
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No total foram coletadas 219 amostras, sendo que cada amostra era composta
de 10 folhas aproximadamente. As amostras foram lavadas, identificadas, fotografadas

e armazenadas em saco plastico a 4°C (Fig. 4).

Figura 4. Amostras de folhas da planta A positiva para Ca. L. asiaticus. Circulo em

vermelho ilustra a amostra 2 com sintoma visual de mosqueado leve, tipico do HLB.

4.2. Resultados do cPCR simples, cPCR duplo e Nested PCR

A Figura 5 mostra fotos representativas das amostras de DNA amplificadas por
cPCR simples e duplo e Nested PCR submetidas a eletroforograma em gel de agarose
a1,2%.
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Figura 5. Eletroforograma em gel de agarose 1,2% em
TAE [1X] com o resultado da amplificagcdo de algumas
amostras positivas por cPCR simples (Foto A), cPCR
duplo (Foto B) e Nested PCR (Foto C). O par de primers
utilizados para Ca. L. americanus (AM) foi o GB1 e GB3

(1027 bp) e para Ca. L. asiaticus (AS) foi o RPLA2 e RPLJ5
(703 bp) PM= marcador de tamanho molecular de 1 kb.
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4.3. Resultados do qPCR

Para a quantificacdo de amplicons formados na reacdo, uma curva padrdao de
plasmideos foi construida contendo insertos de liberibacter (Fig. 6). Se apenas os
produtos especificos da PCR foram amplificados, um unico pico sera visualizado no
grafico contendo as temperaturas de Melting de cada par de primers utilizado, para Ca.
L. americanus essa temperatura é de 75,4°C e para Ca. L. asiaticus é de 77,4°C, essa
temperatura mede onde a metade do produto da PCR esta dissociada (desnaturado).
Essa temperatura se difere pela concentracdo de CG e pelo comprimento dos
oligonucleotideos (Fig. 7). O ciclo onde a reacao cruza o limiar de deteccao (threshold)
€ chamado de Ct (Cycle Threshold) (Fig. 8).
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Figura 6. Curva de plasmideos para padronizagao do titulo bacteriano das amostras.
Quadrados em vermelho mostram os pontos formados a partir das diluicdes seriadas
dos plasmideos (150.000 bactérias equivalem a um Ct de 23 e para 15 bactérias o Ct
foi de 36,5) com 99.06% de eficiéncia.
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Figura 7. Curva de Melting especifica de Ca. L. americanus (pico menor do
grafico 75,4 °C) e Ca. L. asiaticus (pico maior do grafico 77,4 °C).
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Figura 8. Amplificacdo de amostras submetidas ao gPCR. Trago mostra fase exponencial e o
Cycle Threshold (Ct). Seta preta mostra o Ct no valor de 18,5 de uma das amostras.
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4.4. Comparacao de métodos de deteccao e distribuicao de liberibacter em
plantas de citros afetadas por Ca. L. americanus.

Sao apresentados nas Figuras 9 a 12 e nas tabelas 2 a 9 correspondentes, 0s
resultados das andlises das 4 plantas de citros selecionadas no campo naturalmente
infectadas por Ca. L. americanus.

Das 4 plantas afetadas por Ca L. americanus, a planta B foi a Unica que
apresentava sintomas em todos o0s ramos secundarios da pernada sintomatica,
conforme pode ser verificado na Figura 11 e tabelas 6 e 7. Por esse motivo,
diferentemente das demais, foram coletadas amostras dos 4 ramos secundarios da

mesma.
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Figura 9. Esquema de planta D de citros infectada por Ca. L. americanus. Os valores indicam os
ndameros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias entre insergées dos ramos).
Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho indicam amostras que resultaram positivo por
pelo menos um dos métodos de PCR empregados (Tabela 2) e os circulos em amarelo, amostras
que apresentavam sintomas iniciais do HLB. Os circulos em branco sdao amostras que foram
negativas por todos os testes aplicados. Distancias da figura sem escala.

Tabela 2. Resultados das analises de cPCR simples e duplo, Nested
PCR e gPCR aplicados nas amostras da planta D.

Planta D — Ca. L. americanus

Amostra cPCR cPCR Nested qPCR qPCR
simples  duplo PCR Ct Titulo
85 + + + 27,74 5,63

86 + + + 31,23 4,42
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Tabela 3. Posicionamento e resultados das anélises de PCR de amostras coletadas da planta D (Fig. 9) de citros
da variedade Valéncia sobre limdo Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. americanus.

PCR .
] PCR quantitativo
Amostra Pern. Ramo Posicao Status convencional nggd K
Simples Duplo ct* Titulo
médio Bacteriano**

85 1 1 superior sintomatico + + + 27,74 5,63
86 mediana sintomatico + + + 31,23 4,42
87 inferior sintomatico - - - - 0
88 2 superior  assintomatico - - - - 0
89 mediana assintomatico - - - - 0
90 inferior  assintomatico - - - - 0
91 3 superior  assintomatico - - - - 0
92 mediana  assintomatico - - - - 0
93 inferior  assintomatico - - - - 0
94 2 1 superior  assintomatico - - - - 0
95 mediana  assintomatico - - - - 0
96 inferior  assintomatico - - - - 0
97 2 superior  assintomatico - - - - 0
98 mediana assintomatico - - - - 0
99 inferior  assintomatico - - - - 0
100 3 superior  assintomatico - - - - 0
101 mediana  assintomatico - - - - 0
102 inferior  assintomatico - - - - 0
103 3 1 superior  assintomatico - - - - 0
104 mediana  assintomatico - - - - 0
105 inferior  assintomatico - - - - 0
106 2 superior  assintomatico - - - - 0
107 mediana  assintomatico - - - - 0
108 inferior  assintomatico - - - - 0
109 3 superior  assintomatico - - - - 0
110 mediana  assintomatico - - - - 0
111 inferior  assintomatico - - - - 0

* Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagdo de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
**Log10 do numero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.

Na planta D a bactéria foi detectada somente no ramo sintomatico havendo total
concordancia entre os métodos empregados. O titulo médio foi 5,02 log do niumero de
liberibacter por grama de tecido (log Lam/g), concentrando-se no topo do ramo superior
com 5,63 log Lam/g. Na posi¢cdo mediana da mesma pernada esse valor chegou a 4,42
log Lam/g. Provavelmente a infec¢do se deu originalmente no topo do ramo superior de

onde a bactéria se movimentou via floema para a posicao mediana do mesmo ramo.
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Figura 10. Esquema de planta C de citros infectada por Ca. L. americanus. Os valores indicam os
nameros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias entre insergcdes dos ramos).
Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho indicam amostras que resultaram positivo por
pelo menos um dos métodos de PCR empregados (Tabela 4) e os circulos em amarelo, amostras
que apresentavam sintomas iniciais do HLB. Os circulos em branco sdo amostras que foram
negativas para todos os testes aplicados. Distancias da figura sem escala.

Tabela 4. Resultados das analises de cPCR simples e duplo, Nested PCR e qPCR

aplicados nas amostras da planta C.

Planta C — Ca. L. americanus

Amostra cPCR cPCR Nested qPCR qPCR
simples  duplo PCR Ct Titulo
58 + + + 30,40 4,77
59 + + + 34,32 3,68
63 - - + ; 0

84 - - - 33,92 3,77
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Tabela 5. Posicionamento e resultados das andlises de PCR de amostras coletadas da planta C (Fig. 10) de citros
da variedade Valéncia sobre limao Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. americanus.

PCR o
. PCR quantitativo
Amostra Pern. Ramo Posicao Status convencional N;éﬁd d
Simples Duplo ct Titulo
médio Bacteriano**

58 1 1 superior sintomatico + + + 30,40 4,77
59 mediana sintomatico + + + 34,32 3,68
60 inferior sintomatico - - - - 0
61 2 superior  assintomatico - - - - 0
62 mediana  assintomatico - - - - 0
63 inferior assintomatico - - + - 0
64 3 superior  assintomatico - - - - 0
65 mediana  assintomatico - - - - 0
66 inferior assintomatico - - - - 0
67 2 1 superior  assintomatico - - - - 0
68 mediana  assintomatico - - - - 0
69 inferior assintomatico - - - - 0
70 2 superior  assintomatico - - - - 0
71 mediana  assintomatico - - - - 0
72 inferior assintomatico - - - - 0
73 3 superior  assintomatico - - - - 0
74 mediana  assintomatico - - - - 0
75 inferior assintomatico - - - - 0
76 3 1 superior  assintomatico - - - - 0
77 mediana  assintomatico - - - - 0
78 inferior assintomatico - - - - 0
79 2 superior  assintomatico - - - - 0
80 mediana  assintomatico - - - - 0
81 inferior assintomatico - - - - 0
82 3 superior  assintomatico - - - - 0
83 mediana  assintomatico - - - - 0
84 inferior assintomatico - - - 33,92 3,77

* Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagdo de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
**Log10 do numero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.

by

De maneira similar a planta D, a planta C houve também concordancia dos
métodos empregados, sendo positivo para o ramo superior € mediano e negativo para o
ramo inferior sintomatico. Duas amostras provenientes de ramos assintomaticos deram
resultados positivos, uma com Nested PCR em ramo assintomatico da mesma pernada
sintomatica, e outra com qPCR em ramo assintomatico de uma pernada assintoméatica.
Quanto ao resultado positivo obtido com Nested PCR, este foi confirmado em
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repeticdes do teste feito com 100 e 500 ng/ul do DNA. Como esta amostra foi positiva
somente com o Nested PCR, nao foi possivel calcular o titulo bacteriano. Com relacao
ao resultado positivo somente com o gPCR, também foram feitas repeticoes
confirmando-se o resultado. Para este caso, o Ct e titulo bacteriano (33,92 e 3,77 log
Lam/g) foi equivalente ao observado para o ramo sintomdtico da pernada 1. Essa
amostra estava a uma distancia consideravel da pernada sintomatica, tratando-se

provavelmente do resultado de uma infeccdo secundaria mais recente e independente
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Figura 11. Esquema de planta B de citros infectada por Ca. L. americanus. Os valores indicam
0s numeros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias entre inser¢des de
ramos). Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho indicam amostras que
resultaram positivo por pelo menos um dos métodos de PCR empregados (Tab. 6) e os
circulos em amarelo, amostras que apresentavam sintomas iniciais do HLB. Os circulos em

branco sdo amostras que foram negativas por todos os testes aplicados. Distancias da figura
sem escala.

da que se deu na pernada 1.




Tabela 6. Resultado das analises de cPCR simples e duplo, Nested
PCR e gPCR aplicados nas amostras da planta B.

Planta B — Ca. L. americanus

Amostra cPCR cPCR Nested qPCR qPCR
simples  duplo PCR Ct Titulo
28 * * * 2575 597
29 * * * 26,93 5,66
30 + + * 31,72 4,40
31 * * * 2732 555
32 * * * 2729 556
33 * * * 32,07 429
34 * * * 3251 435
35 * * * 2853 525
36 * * * 2850 524
37 * * * 3592 326
38 + + + 28,89 5,14
39 + + +

28,41 5,26
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Tabela 7. Posicionamento e resultados das andlises de PCR de amostras coletadas da planta B (Fig. 11) de

citros da variedade Valéncia sobre limao Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. americanus.

PCR o
. PCR quantitativo
P convencional Nested
Amostra Pern. Ramo  Posigao Status Simples Duplo PCR ct* Titulo
médio Bacteriano**

28 1 1 superior  sintomatico + + + 25,75 5,97
29 mediana sintomatico + + + 26,93 5,66
30 inferior  sintomatico + + + 31,72 4,40
31 2 superior  sintomatico + + + 27,32 5,55
32 mediana sintomatico + + + 27,29 5,56
33 inferior sintomatico + + + 32,07 4,29
34 3 superior  sintomatico + + + 32,51 4,35
35 mediana sintomatico + + + 28,53 5,25
36 inferior  sintomatico + + + 28,50 5,24
37 4 superior  sintomatico + + + 35,92 3,26
38 mediana sintomatico + + + 28,89 5,14
39 inferior sintomatico + + + 28,41 5,26
40 2 1 superior  assintomatico - - - - 0
41 mediana  assintomatico - - - - 0
42 inferior assintomatico - - - - 0
43 2 superior  assintomatico - - - - 0
44 mediana  assintomatico - - - - 0
45 inferior assintomatico - - - - 0
46 3 superior  assintomatico - - - - 0
47 mediana assintomatico - - - - 0
48 inferior assintomatico - - - - 0
49 3 1 superior  assintomatico - - - - 0
50 mediana assintomatico - - - - 0
51 inferior  assintomatico - - - - 0
52 2 superior  assintomatico - - - - 0
53 mediana assintomatico - - - - 0
54 inferior  assintomatico - - - - 0
55 3 superior  assintomatico - - - - 0
56 mediana assintomatico - - - - 0
57 inferior  assintomatico - - - - 0

* Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagdo de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
**Log10 do nimero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.

Na planta B, os sintomas observados foram similares aos que caracterizam a
doenca no campo, ou seja, mosqueado foliar, desfolha préxima ao topo, nervuras
salientes e amareladas. A maior extensdo dos sintomas indica que nesta planta a
infeccdo ja se encontrava em estagio mais avangado que nas demais. Por causa disso,

diferente das demais, foram coletadas amostras de quatro ramos secundarios da
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mesma. A bactéria foi detectada em todos os ramos sintomaticos, mas em nenhum dos
ramos que ndo apresentava sintomas. Houve concordéancia total entre os métodos de
detecgao empregados. O titulo bacteriano foi em média 5,34 (ramo 1 sintomatico); 5,13
(ramo 2 sintomatico); 4,94 (ramo 3 sintomatico) e 4,55 (ramo 4

sintomatico). Ou seja, foi detectado 2,0, 4,0 e 4,4 vezes mais bactéria no ramo 1 em
relacdo aos ramos 2, 3 e 4. Maior titulo foi observado na posigao superior do ramo 1
(5,97 log Lam/g) e Ct de 25,75.
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Figura 12. Esquema de planta E de citros infectada por Ca. L. americanus. Os valores indicam os
numeros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias entre inser¢cées de ramos).
Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho indicam amostras que resultaram positivo por
pelo menos um dos métodos de PCR empregados (Tabela 8) e os circulos em amarelo, amostras
que apresentavam os sintomas iniciais do HLB. Os circulos em branco sdo amostras que foram
negativas por todos os testes aplicados. Circulos em verde indicam amostras positivas para Ca. L.
asiaticus. Distancias da figura sem escala.
Tabela 8. Resultados das analises de cPCR simples e duplo, Nested PCR e

gPCR aplicados nas amostras da planta E.

Planta E — Ca. L. americanus
Amostra cPCR cPCR Nested PCR qPCR qPCR

simples  duplo Ct Titulo
112 + + + 29,72 5,73
113 + + + 29,68 5,74
115 - - + 31,10 5,33
132 - + - 34,90 4,38

136 - + - 33,16 4,84

32
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Tabela 9. Posicionamento e resultados das analises de PCR de amostras coletadas da planta E (Fig. 12) de citros da

variedade Valéncia sobre limao Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. americanus.

PCR o
. PCR quantitativo
Amostra — convencional Nested
Pern. Ramo Posicao Status Simples Duplo PCR cr Titulo
médio Bacteriano**
112 1 1 superior  sintomatico + + + 29,72 5,73
113 mediana  sintomatico + + + 29,68 5,74
114 inferior sintomatico - - - - 0
115 2 superior assintomatico - - + 31,10 5,33
116 mediana  assintomatico - - - - 0
117 inferior assintomatico - - - - 0
118 3 superior  assintomatico - - - - 0
119 mediana  assintomatico - - - - 0
120 inferior assintomatico - - - - 0
121 2 1 superior  assintomatico - - - - 0
122 mediana  assintomatico - - - - 0
123 inferior assintomatico - - - - 0
124 2 superior  assintomatico - - - - 0
125 mediana  assintomatico - - - - 0
126 inferior assintomatico - - - - 0
127 3 superior  assintomatico - - - - 0
128 mediana  assintomatico - - - - 0
129 inferior assintomatico - - - - 0
130 3 1 superior  assintomatico - - - - 0
131 mediana  assintomatico - - - - 0
132 inferior assintomatico - + - 34,90 4,38
133 2 superior  assintomatico - - - - 0
134 mediana  assintomatico - - - - 0
135 inferior assintomatico - - - - 0
136 3 superior assintomatico - + - 33,16 4,84
137 mediana  assintomatico - - - - 0
138 inferior Assintomatico - - - - 0

*Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagao de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
*Log10 do numero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.
*** Amostras de planta infectada por Ca. L. americanus que foi positiva para Ca. L. asiaticus nos testes de dPCR e

qPCR.

Na planta E, a distribuicdo irregular de Lam foi visivel, estando presente em
ramos sintomaticos e assintomaticos, em populag¢des de 5,73 e 5,74 log Lam/g no ramo
sintomatico e de 5,33 no ramo assintomatico da mesma pernada. E importante salientar
que esta planta foi escolhida primeiramente por cPCR duplo, com resultado positivo

somente para Lam em amostras coletadas do ramo sintomético. No entanto, quando
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outras amostras foram analisadas, Las também foi detectada por cPCR duplo e gPCR
em ramos assintomaticos da pernada 3 assintomatica, com média de
4,61 log Las/g. Isso evidencia exposi¢cdo da planta por psilideos infectivos portando

individualmente ambas as liberibacters.

4.5. Comparacao de métodos de deteccao e distribuicao de liberibacter em
plantas de citros afetadas por Ca. L. asiaticus

As figuras 13 a 16 mostram o esquema das 4 plantas de citros selecionadas no
campo naturalmente infectadas por Ca. L. asiaticus e as tabelas 10 a 17 sé&o
correspondentes aos resultados dos testes analisados em todas as amostras.

As 4 plantas afetadas por Ca L. asiaticus, todas apresentavam o mesmo padrao
de sintomas iniciais da doencga, sendo apenas um ramo e uma pernada com sintomas
aparentes. Entdo as amostras seguiram o mesmo procedimento das plantas infectadas
por Ca. L. americanus.
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Figura 13. Esquema de planta A de citros infectada por Ca. L. asiaticus. Os valores indicam
0s nimeros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias entre insergdes de
ramos). Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho indicam amostras que
resultaram positivo por pelo menos um dos métodos de PCR empregados (Tabela 10) e os
circulos em amarelo, amostras que apresentavam sintomas iniciais do HLB. Os circulos em
branco sdo amostras que foram negativas por todos os testes aplicados. Distancias da figura
sem escala.
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Tabela 10. Resultados das analises de cPCR simples e duplo, Nested PCR e

gPCR aplicados nas amostras da planta A.

Planta A — Ca. L. asiaticus

Amostra cPCR cPCR Nested gqPCR qPCR
simples duplo PCR Ct Titulo
02 + + + 30,12 4,82

05 + + + 28,18 5,37
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Tabela 11. Posicionamento e resultados das analises de PCR de amostras coletadas da planta A (Fig. 13) de citros da

variedade Valéncia sobre liméao Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. asiaticus.

PCR convencional PCR quantitativo

Amostra Pern. Ramo Posicédo Status ng‘gd
Simples Duplo Cct* Titulo
médio Bacteriano**
01 1 1 superior sintomatico - - - - 0
02 mediana sintomatico + + + 30,12 4,82
03 inferior sintomatico - - - - 0
04 2 superior sintomatico - - - - 0
05 mediana sintomatico + + + 28,18 5,37
06 inferior sintomatico - - - - 0
07 3 superior sintomatico - - - - 0
08 mediana sintomatico - - - - 0
09 inferior sintomatico - - - - 0
10 2 1 superior assintomatico - - - - 0
11 mediana assintomatico - - - - 0
12 inferior assintomatico - - - - 0
13 2 superior assintomatico - - - - 0
14 mediana assintomatico - - - - 0
15 inferior assintomatico - - - - 0
16 3 superior assintomatico - - - - 0
17 mediana assintomatico - - - - 0
18 inferior assintomatico - - - - 0
19 3 1 superior assintomatico - - - - 0
20 mediana assintomatico - - - - 0
21 inferior assintomatico - - - - 0
22 2 superior assintomatico - - - - 0
23 mediana assintomatico - - - - 0
24 inferior assintomatico - - - - 0
25 3 superior assintomatico - - - - 0
26 mediana assintomatico - - - - 0
27 inferior assintomatico - - - - 0

*Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagdo de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
*1.og10 do numero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.

Na planta A Las foi detectada somente na pernada sintomatica, nos ramos
sintomaticos 1 e 2 na posi¢gdo mediana, havendo concordancia total entre os métodos
de deteccao empregados. A média do titulo bacteriano foi de 5,1 log Las/g. O titulo
bacteriano do ramo 1 (4,82 log Las/g), localizado a 35 cm do ramo superior, foi 3,5
vezes menor que o titulo do ramo 2 (5,37 log Las/g) localizado em uma insercdo mais
abaixo, mais distante do ramo superior. Estas diferencas se devem provavelmente a

inoculagdes da bactéria em diferentes épocas.
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Figura 14. Esquema de planta F de citros infectada por Ca. L. asiaticus. Os valores indicam
0s nimeros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias entre insergdes de
ramos). Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho indicam amostras que
resultaram positivo por pelo menos um dos métodos de PCR empregados (tabela 12) e os
circulos em amarelo, amostras que apresentavam sintomas iniciais do HLB. Os circulos em

branco sdo amostras que foram negativas por todos os testes aplicados. Distancias da figura
sem escala.

Tabela 12. Resultados das analises de cPCR simples e duplo, Nested

PCR e gPCR aplicados nas amostras da planta F.

Planta F — Ca. L. asiaticus

Amostra cPCR cPCR Nested qPCR qPCR
simples  duplo PCR Ct Titulo
139 + + + 21,26 7,28
140 + + + 21,50 7,21

151 - - - 32,51 4,50
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Tabela 13. Posicionamento e resultados das analises de PCR de amostras coletadas da planta F (Fig.14) de citros
da variedade Valéncia sobre limao Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. asiaticus.

PCR. PCR quantitativo
Amostra Pern. Ramo Posicao Status convencional ngﬁd
Simples Duplo Cct* Titulo
médio Bacteriano**
139 1 1 superior  sintomatico + + + 21,26 7,28
140 mediana  sintomatico + + + 21,50 7,21
141 inferior sintomatico - - - - 0
142 2 superior  assintomatico - - - - 0
143 mediana  assintomatico - - - - 0
144 inferior assintomatico - - - - 0
145 3 superior  assintomatico - - - - 0
146 mediana  assintomatico - - - - 0
147 inferior assintomatico - - - - 0
148 2 1 superior  assintomatico - - - - 0
149 mediana  assintomatico - - - - 0
150 inferior assintomatico - - - - 0
151 2 superior assintomatico - - - 32,51 4,50
152 mediana  assintomatico - - - - 0
153 inferior assintomatico - - - - 0
154 3 superior  assintomatico - - - - 0
155 mediana  assintomatico - - - - 0
156 inferior assintomatico - - - - 0
157 3 1 superior  assintomatico - - - - 0
158 mediana  assintomatico - - - - 0
159 inferior assintomatico - - - - 0
160 2 superior  assintomatico - - - - 0
161 mediana  assintomatico - - - - 0
162 inferior assintomatico - - - - 0
163 3 superior  assintomatico - - - - 0
164 mediana  assintomatico - - - - 0
165 inferior assintomatico - - - - 0

* Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagédo de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
**Log10 do nimero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.

Na planta F Las foi detectada em duas posicdes do mesmo ramo sintomatico da
pernada sintomatica onde houve concordancia entre todos os métodos. Las também foi
detectada na posicao superior de um dos ramos de uma pernada assintomatica. A
concentragdo bacteriana nos dois ramos sintomaticos foi de 7,28 e 7,21 log Las/g. A
amostra que se localizava na pernada que nao apresentava qualquer sintoma de HLB,

o titulo bacteriano foi inferior (4,5 log Las/g), provavelmente abaixo do limiar necessario
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para induzir sintomas foliares. Houve na planta distribuicao desigual das bactérias como
ilustrado na figura 14.

Pernada
assintomatica

Pernada
assintomatica

Pernada sintomatica

Figura 15. Esquema de planta G de citros infectada por Ca. L. asiaticus. Os valores
indicam os numeros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias
entre insergcées de ramos). Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho
indicam amostras que resultaram positivo por pelo menos um dos métodos de PCR
empregados (tabela 14) e os circulos em amarelo, amostras que apresentavam
sintomas de HLB. Os circulos em branco sdo amostras que foram negativas por
todos os testes aplicados. Distancias da figura sem escala.

Tabela 14. Resultados das anélises de cPCR simples e duplo, Nested
PCR e gPCR aplicados nas amostras da planta G.
Planta G — Ca. L. asiaticus
Amostra cPCR cPCR Nested qPCR qPCR
simples duplo PCR Ct Titulo
166 + + + 24,88 6,65
177 - - - 31,08 4,93
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Tabela 15. Posicionamento e resultados das andlises de PCR de amostras coletadas da planta G (Fig.15) de citros
da variedade Valéncia sobre lim&o Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. asiaticus.

PCR .
] PCR quantitativo
Amostra Pern. Ramo Posicao Status convencional nggd K
Simples Duplo ct* Titulo
médio Bacteriano**

166 1 1 superior sintomatico + + + 24,88 6,65
167 mediana sintomatico - - - - 0
168 Inferior sintomatico - - - - 0
169 2 superior  assintomatico - - - - 0
170 mediana  assintomatico - - - - 0
171 inferior assintomatico - - - - 0
172 3 superior  assintomatico - - - - 0
173 mediana  assintomatico - - - - 0
174 inferior assintomatico - - - - 0
175 2 1 superior  assintomatico - - - - 0
176 mediana  assintomatico - - - - 0
177 inferior assintomatico - - - 31,08 4,93
178 2 superior  assintomatico - - - - 0
179 mediana  assintomatico - - - - 0
180 inferior assintomatico - - - - 0
181 3 superior  assintomatico - - - - 0
182 mediana  assintomatico - - - - 0
183 inferior assintomatico - - - - 0
184 3 1 superior  assintomatico - - - - 0
185 mediana  assintomatico - - - - 0
186 inferior assintomatico - - - - 0
187 2 superior  assintomatico - - - - 0
188 mediana  assintomatico - - - - 0
189 inferior assintomatico - - - - 0
190 3 superior  assintomatico - - - - 0
191 mediana  assintomatico - - - - 0
192 inferior assintomatico - - - - 0

* Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagdo de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
**Log10 do numero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.

Na planta G, Las foi detectada em um ramo sintomatico por todos os métodos
empregados com titulo bacteriano de 6,65 log Las/g. Las também foi detectada em
amostra assintomatica (amostra 177) por meio do gPCR (Ct 31,08), onde o titulo foi 50
vezes menor (4,93 log Las/g) que no ramos sintomaticos. Também neste caso, o titulo

estava provavelmente abaixo do limiar necessério para expressao de sintomas foliares.
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Figura 16. Esquema de planta H de citros infectada por Ca. L. asiaticus. Os valores
indicam os numeros das amostras, coletadas em diferentes intervalos (distancias entre
insergées de ramos). Circulos em amarelo com preenchimento em vermelho indicam
amostras que resultaram positivo por pelo menos um dos métodos de PCR empregados
(tabela 16) e os circulos em amarelo, amostras que apresentavam sintomas iniciais do
HLB. Os circulos em branco sdo amostras que foram negativas por todos os testes

aplicados. Distancias da figura sem escala.

Tabela 16. Resultados das analises de cPCR simples e duplo, Nested

PCR e gPCR aplicados nas amostras da planta H.

Planta 03 — AS
Amostra cPCR cPCR Nested qPCR qPCR
simplesduplo PCR  Ct Titulo
193 - + - - 0
199 + + + - 0

202 + + + 26,35 6,31

41
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Tabela 17. Posicionamento e resultados das analises de PCR de amostras coletadas da planta H (Fig.16) de citros
da variedade Valéncia sobre lim&o Cravo, com 5 anos de idade, afetada por Ca. L. asiaticus.

PCR o
. PCR quantitativo
Amostra Pern. Ramo Posicao Status convencional ng:d d
Simples Duplo ct Titulo
médio Bacteriano**
193 1 1 superior  sintomatico - + - - 0
194 mediana sintomatico - - - 0
195 inferior sintomatico - - - - 0
196 2 superior  assintomatico - - - - 0
197 mediana  assintomatico - - - - 0
198 inferior assintomatico - - - - 0
199 3 superior assintomatico + + + - 0
200 mediana  assintomatico - - - - 0
201 inferior assintomatico - - - - 0
202 2 1 superior assintomatico + + + 26,35 6,31
203 mediana  assintomatico - - - - 0
204 inferior assintomatico - - - - 0
205 2 superior  assintomatico - - - - 0
206 mediana  assintomatico - - - - 0
207 inferior assintomatico - - - - 0
208 3 superior  assintomatico - - - - 0
209 mediana  assintomatico - - - - 0
210 inferior assintomatico - - - - 0
211 3 1 superior  assintomatico - - - - 0
212 mediana  assintomatico - - - - 0
213 inferior assintomatico - - - - 0
214 2 superior  assintomatico - - - - 0
215 mediana  assintomatico - - - - 0
216 inferior assintomatico - - - - 0
217 3 superior  assintomatico - - - - 0
218 mediana  assintomatico - - - - 0
219 inferior assintomatico - - - - 0

* Cycle Threshold (Ct) — ponto que detecta o ciclo na qual a reagéo de PCR atinge o limiar da fase exponencial.
**Log10 do numero estimado de células bacterianas por grama de tecido foliar.

Na planta H, Las foi detectada no ramo sintomatico (amostra 193) por somente
um dos métodos empregados (cPCR duplo). Detectou-se Las também em ramo
assintomatico (amostra 199) derivado da pernada sintomatica, neste caso por cPCR
simples, cPCR duplo e Nested PCR, nao sendo detectada por qPCR. Essas amostras

(193 e 199) foram refeitas empregando se todos os métodos, com resultados idénticos
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aos ja observados. Las também foi detectada em outro ramo (amostra 202) agora de
uma pernada assintomatica, onde houve concordancia entre os quatro métodos usados
no estudo. O titulo bacteriano desta amostra foi de 6,31 log do numero estimado de
cépias de liberibacter por grama de tecido (log Las/g), titulo relativamente alto em se
tratando de amostra assintoméatica.

A dificuldade em se achar propriedades com plantas afetadas tanto por Ca. L.
americanus e Ca. L. asiaticus foi o limitante para designacao de quantas plantas iriam
ser usadas neste experimento. A lei de erradicagdo de plantas doentes que atualmente
esta em vigor aqui no Estado de Sdo Paulo é a Instrucdo Normativa n® 53 (IN 53),
divulgada no Diario Oficial em 17 de Outubro de 2008, que determina para os
citricultores a eliminagdo das plantas sintomaticas e assintomaticas do mesmo talhdo
quando a incidéncia da doenca é superior a 28% (BELASQUE Jr. et al.,, 2009).
Considerando a rapida expansao da doenca e a inexisténcia de medidas curativas, é
urgente a necessidade de se reduzir o inoculo do HLB (plantas doentes). A influéncia de
pomares e propriedades com alto indices de plantas doentes que sao potenciais fontes
de inoculo, sobre propriedades nas quais medidas de controle sdo rigorosamente
adotadas, resultam em prejuizos econémicos imediatos, e justifica, portanto, a acao
governamental no intuito de eliminar essas plantas sintomaticas.

Nem sempre é possivel identificar a presenca da bactéria mesmo em plantas
com sintomas de HLB, pois o comportamento e a movimentacdo das liberibacters
dentro da planta afetada ainda é um desafio para os pesquisadores. As plantas que
foram coletadas as amostras para a aplicacdo dos testes, eram de campo infectadas
naturalmente pelo inseto vetor, sendo que os intervalos de tempo entre a inoculagdo da
bactéria e o surgimento dos primeiros sintomas foram desconhecidos.

O aperfeicoamento da técnica de extracdo de DNA de MURRAY & THOMPSON,
1980 modificado, foi um fator limitante na qualidade do DNA das amostras em estudo.
Para a reagdo de PCR o DNA deve estar integro, pois a extragdo nos permite ter DNA
total da planta e da bactéria em estudo.

Primers especificos para Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus foram construidos

tendo como referéncia as diferengas genOGmicas entre as liberibacters, e entdo
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baseados nestes INDELs, foram desenvolvidos e validados primers e sondas para
gPCR (Li et al.,2006 e TEIXEIRA et al., 2008).

O Nested PCR requer uma segunda amplificacdo (primers especificos) do
primeiro produto amplificado com primers universais (fD1/rP1) em tubos separados.
Esta segunda amplificagdo dos produtos pode causar contaminagdo das amostras e o
resultado pode acusar falsos positivos, fazendo com que este método de deteccéo fique
arriscado e mais trabalhoso para o cotidiano e rotina de um laboratério de
diagnose com uma demanda muito grande de amostras duvidosas. Mas se todos os
cuidados forem tomados e a demanda de amostras for relativamente pequena, pode ser
mais sensivel que o cPCR, pois os primers utilizados na primeira amplificacdo séo de
uma regiao 16S do rDNA comum a plantas e bactérias e a segunda amplificacao é de
uma regiao mais interna com primers especificos para a bactéria Ca. Liberibacter spp.

Alguns trabalhos descrevem o uso da técnica de Nested — PCR, como € o caso
descrito por X. DENG et al. 2007 e J. CHEN et al. 2007, que detectaram
respectivamente através do Nested — PCR, em Murraya paniculata e amostras de
citros, a Ca. L. asiaticus, usando primers universais e primers especificos para
liberibacter como anteriormente descrito na reacao de cPCR.

O gPCR se limita a amplificacdo de apenas um par de primers, ou seja nao €
ideal para multiplex (utilizacao de varios pares de primers), sua utilizacao requer alta
habilidade técnica e suporte, sendo que o equipamento usado é de custo elevado. Por
outro lado a confirmagédo de amostras positivas se da pela amplificagdo especifica pela
analise da curva de Melting e quantificacao das bactérias por meio da curva padrao dos
plasmideos. O uso de SYBR Green facilitou a técnica, pois tem um custo mais baixo em
relacdo ao uso de sondas TagMan que sao de dificil desenho e um custo elevado.

Comparando as porcentagens de resultados positivos obtidos pelos métodos de
PCR empregados observou-se que, em ramos sintomaticos, os métodos foram mais
efetivos em detectar Lam do que Las. cPCR simples e cPCR duplo permitiram detecgéao
de Lam em 85,7% e Nested PCR e qPCR em 95,2% das amostras sintomaticas de
plantas afetadas por Lam, enquanto que cPCR simples, Nested PCR e gPCR

permitiram deteccdo de Las em 27,8% e cPCR duplo em 33,3% das amostras
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sintomaticas de plantas afetadas por Las. Em plantas afetadas por Lam, o Nested PCR
e 0 gPCR permitiram deteccao da bactéria em duas amostras nas quais a bactéria nao
foi detectada pelos outros métodos. Em plantas afetadas por Las o método mais efetivo
foi o cPCR duplo, detectando a bactéria em uma amostra ndo detectada pelos outros
métodos. Tendo em vista que em ramos afetados por Las a concentracdo de bactérias
foi em média neste (5,63 log Las/g) e em outros estudos (LOPES, et al., 2009) maior do
que em ramos afetados por Lam (5,01 log Lam/g), os resultados obtidos para ramos
sintomaticos foram surpreendentes. Uma das razdes para isto pode ter sido a
dificuldade em identificar corretamente os sintomas foliares em plantas afetadas por
Las. Em condicbes experimentais em outros estudos ja conduzidos anteriormente e em
determinadas épocas do ano em condigdes de campo, o mosqueado foliar normalmente
associado ao HLB é mais dificil de ser visualizado em plantas afetadas por Las do que
em plantas afetadas por Lam (LOPES et al., 2009).

O periodo de tempo entre a infeccao e o aparecimento dos sintomas da doenca
na planta, depende de varios fatores: do ambiente (temperatura), da idade, espécie e
variedade da planta infectada, da concentracdo bacteriana na transmissao pelo inseto
vetor, da espécie de liberibacter, da época do ano, entre outros fatores (BELASQUE Jr.
et al., 2009).

Quando se compara os métodos em ramos assintomaticos, a situagao se inverte.
Maiores porcentagens de resultados positivos foram obtidas em plantas afetadas com
Las do que em plantas afetadas por Lam. cPCR simples e duplo detectou Las em 2,2%,
Nested PCR em 4,4% e gPCR em 5,6% das amostras afetadas por Las. Ja em ramos
assintomaticos de plantas afetadas por Lam, o cPCR simples e o cPCR duplo néo
detectou a bactéria em nenhuma amostra e o Nested PCR e qPCR em 2,2% das
amostras, ou seja, em duas de um total de 90 amostras. Isso mostrou que os testes de
Nested PCR e gPCR foram similares em sensibilidade em detectar Lam em tecidos
assintomaticos, sendo que em duas amostras apenas o método de gPCR conseguiu
detectar Lam que ndo foi detectada pelos outros métodos empregados. A maior
sensibilidade do método Nested e gPCR era esperada tendo em vista resultados ja
publicados (TEIXEIRA et al.,2008; Li et al., 2006) e o fato de que estas técnicas ou
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empregam duas etapas sequenciais de amplificagdo do DNA, como € o caso do Nested
PCR, ou um fluoréforo mais sensivel, como é o caso do SYBR GREEN usado no qPCR.

No total, o numero de amostras que resultaram em positivo para Lam foi 21
(19%) contra 12 para Las (11,2%). A maior parte das amostras foi negativa para ambas
as liberibacter, ou seja, 90 para Lam e 96 para Las. As baixas porcentagens de
amostras positivas revelam as plantas estavam em estagio inicial de infeccdo, com
excecao da planta B afetada por Lam onde quatro ramos ja exibiam desfolha além de
folhas mosqueadas e amarelas.

O Ct médio das amostras de plantas afetadas por Las foi 28,39, mais baixo em
relacdo ao Ct médio de amostras de plantas afetadas por Lam (29,86). A média do
numero estimado de cépias de liberibacter por grama de folha em plantas afetadas por
Las foi 5,63 contra 5,01 em plantas afetadas por Lam. As maiores concentragdes de
Las do Lam em plantas infectadas naturalmente no campo corroboram estudos
anteriores e ajudam a explicar o aumento desproporcional de plantas infectadas por Las
tanto no tempo como no espaco (LOPES & FRARE, 2009).

TEIXEIRA e colaboradores 2008 também analisaram a distribuicdo e
quantificacdo de Ca. L. americanus em planta sintomatica, mas em estagio avancado
de HLB. Esse trabalho mostrou que amostras de folhas que apresentavam mosqueados
tipicos da doenca, a média de liberibacters por grama de tecido foi de 8,6 x 10°.
Concluiu também que a sensibilidade da técnica de gPCR utilizando o SYBR Green em
amostras provenientes do campo € muito eficaz, sendo que o limite de detecg¢édo chegou
a 10 liberibacters por reagao.

Como descrito no trabalho de LOPES et al., 2009, as plantas infectadas por Ca.
L. asiaticus, porém assintomaticas a titulacdo bacteriana ficou entre 6,72 células por
grama de tecido, ja em amostras provenientes de plantas sintomaticas esse valor foi de
7,27 células por grama de tecido. Esse nivel populacional pode estar relacionado com o
limiar que aciona a expressao de sintomas do HLB em citros.

LOPES et al., 2009 cita também em seu trabalho que Ca. L. asiaticus e Ca. L.
americanus se diferem em pelo menos trés aspectos provavelmente inter-relacionados:

concentracdo de células bacterianas que se acumulam em tecidos infectados, padrao
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de sintomas de infecgao e desenvolvimento do HLB, eficiéncia de infecgao por enxertia
e diferencas na multiplicacdo das liberibacters com relacdo a temperatura (Ca. L.
asiaticus mais tolerante ao calor — 35 °C e Ca. L. americanus sensivel ao calor — 24 °C).

O método abordado no trabalho e que foi mais sensivel, apesar de que em
poucas proporgdes (3 amostras apenas), foi o qPCR. As amostras detectadas somente
pelo gPCR, eram provenientes de pernadas sadias e ramos assintomaticos. A média do
titulo foi de 4,4 liberibacters por grama de tecido assintomatico. Esta técnica promete
ser um elemento valioso no diagnéstico precoce do HLB (Li et al., 2007).

V. CONCLUSAO

Os quatro métodos empregados nas amostras de folhas sintomaticas e
assintomaticas permitem-nos concluir que Las e Lam se concentram prioritariamente
nas partes sintomaticas de plantas de campo naturalmente inoculadas e infectadas por
liberibacter. A deteccdo feita em partes assintomaticas do mesmo ramo sintoméatico
pode indicar movimento da bactéria via floema de um sitio inicial, para um secundario
de infeccdo. As deteccbes feitas em partes assintomaticas de ramos assintomaticos
podem indicar ocorréncia de infec¢cées que ocorreram em diferentes épocas visto que,
neste estudo, se avaliou plantas mantidas no campo sem qualquer protecao, a nao ser
as aplicagbes de inseticidas feitas pelo produtor que, como se sabe, ndo sao totalmente
efetivas na protecao das plantas contra 0 acesso do inseto vetor. Porém nao devemos
afirmar que a PCR pode detectar liberibacter em amostras assintomaticas provenientes
de plantas assintomaticas, isto se refere a amostragem (folhas coletadas) em plantas
assintomaticas e nao ao limite de detecg¢éao da PCR.

Atualmente o método laboratorial empregado na diagnose do HLB no Brasil tem
sido o PCR convencional. Tendo em vista principalmente o custo dos reagentes e
disponibilidade de equipamentos, 0 qPCR tem sido usado prioritariamente em

pesquisa, ja na Florida o qPCR é uma ferramenta rotineira para diagnose de HLB.
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O pequeno acréscimo no numero de resultados positivos obtidos com o gPCR
neste e em outro trabalho (TEIXEIRA et al., 2008), aliado ao seu alto custo ja
mencionado, nado justifica a substituicAio do PCR convencional por este método na
diagnose laboratorial do HLB.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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