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RESUMO

Estudos sobre aquisi¢cao e concentracao de "Candidatus Liberibacter asiaticus" e
"Candidatus Liberibacter americanus" em Diaphorina citri Kuwayama

Considerada uma das mais severas doencas em citros, o Huanglongbing (HLB)
foi descoberto no Brasil em 2004, e desde entdo tem causado sérios danos a citricultura
do pais. Anteriormente conhecida apenas na Asia e Africa, atualmente esta também
presente em varios paises do continente Americano. O HLB, no Brasil, &€ causado pelas
bactérias “Candidatus Liberibacter asiaticus” (LAS) e “Ca. L. americanus” (LAM), sendo
a ultima encontrada apenas neste pais. Sao bactérias gram-negativas, limitadas ao
floema, pertencentes ao subgrupo alpha das a-proteobacterias. A transmissédo desta
doenca pode ocorrer por enxertia de materiais vegetais infectados, pela planta parasita
Cuscuta spp. ou pelo psilideo-asiatico-dos-citros, Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Psyllidae). Para que o patdgeno seja transmitido, ha uma interagdo Unica
gue ocorre entre a bactéria e seu inseto vetor, cujo conhecimento auxiliaria no controle
e prevencédo da doenca. Entretanto, varios aspectos da biologia da transmisséo de Ca.
Liberibacter spp. ainda séo desconhecidos. Este trabalho teve por objetivo elucidar
alguns aspectos relacionados a aquisicdo e interacdo de LAS e LAM com o inseto
vetor, D. citri. Um primeiro estudo foi montado para avaliacdo de qual(s) estagio(s)
apresentaria(m) maior eficiéncia de aquisicdo. Em seguida, avaliou-se o crescimento e
concentracdo de ambas as bactérias no organismo do inseto em periodos sucessivos
ap6s a aquisicdo. Por fim, investigou-se a possibilidade de aquisicdo de ambas as
bactérias concomitantemente pelo vetor, em periodos de acesso a aquisicdo iguais e
sequenciais em plantas-fonte de cada umas delas. Observou-se uma maior taxa de
aquisicdo do patdégenos por ninfas de 4° e 5° instares, contrastando com uma menor
eficiéncia de aquisicdo por adultos. Por meio de analises de regressao, verificou-se um
crescimento da populacdo bacteriana com o passar do tempo, em insetos que se
alimentaram em plantas infectivas ainda nas formas jovens (ninfas), sendo que o
mesmo nédo foi observado para adultos. As bactérias foram detectadas no inseto por
sonda especificas de PCR quantitativo apenas 7 dias apés o inicio do periodo de
acesso a aquisicao (PAA) e foram detectadas até 40 dias apdés o PAA. O fato de as
bactérias serem detectadas até 6 semanas ap0s sua aquisicdo e em concentracdes
crescentes no vetor, caracterizam o tipo de transmissdo como persistente propagativa.
Este conhecimento é importante para melhor compreensdo da epidemiologia e
aprimorar o manejo do HLB.

Palavras-chave: Huanglongbing; Greening dos Citros; Psilideo Asiatico do Citros;
Bactérias Fitopatogénicas; PCR Quantitativo; Biologia da Transmissao






ABSTRACT

Studies on acquisition and concentration of "Candidatus Liberibacter asiaticus”
and "Candidatus Liberibacter americanus” in Diaphorina citri Kuwayama

Known as one of the most severe citrus diseases, Huanglongbing (HLB) was
first described in Brazil in 2004. Ever since, it has caused serious damages to Brazilian
citriculture. Previously known only in Asia and Africa, HLB is now present in several
countries in the Americas. In Brazil, HLB is associated with two bacterial species,
“Candidatus Liberibacter asiaticus” (LAS) and “Ca. L. americanus” (LAM); the latter one
was found only in this country. These are gram-negative, phloem-limited bacteria,
belonging to the alpha subdivision of the Proteobacteria group. Transmission of these
bacteria may occur by grafting with infected plant material, by parasitic plants (Cuscuta
spp.), or by the Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae).
The vector transmission process probably involves complex psyllid-pathogen
interactions, which should be understood in order to improve management strategies to
control HLB. The goal of this research was to study some aspects related to acquisition
of LAS and LAM by the insect vector, D. citri. A first study was carried out to determine
bacterial acquisition efficiency in relation to vector developmental stages. A second
study was set up to investigate if bacterial concentration increases over time in the
vector after acquisition by D. citri nymphs and adults. Finally, the possibility of
acquisition of both LAS and LAM by a single insect was investigated by submitting D.
citri nymphs and adults to sequential and similar acquisition access periods on citrus
plants singly-infected with each one of these bacterial species. D. citri nymphs acquired
“Ca. L. asiaticus” and “Ca. L. americanus” more efficiently than adults. No single insect
acquired both bacterial species. Concentration of “Ca. L. asiaticus” reached higher
levels in D. citri when acquired by 4™ and 5™ instar nymphs. Regression analyses
showed an increase in the concentration of “Ca. L. asiaticus” in D. citri over time after
acquisition for insects that acquired the pathogen yet as nymphs, which was not
observed when bacterial acquisition occurred only in the adult stage. Both bacterial
species were detected in D. citri by quantitative PCR from 7 to 40 days after onset of the
acquisition access period. The observation of increasing concentrations of “Ca. L.
asiaticus” in D. citri for several weeks after acquisition indicates that the bacterium is
persistent and propagative in the vector. This information allows a better understanding
of the transmission process with implications on HLB epidemiology and management.

Keywords: Huanglongbing; Citrus Greening; Phytopathogenic Bacteria, Insect Vector,
Asian Citrus Psyllid; Transmission Biology; Quantitative PCR
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1 INTRODUGCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de laranja, com 18.340.240 toneladas
produzidas em 2009, equivalentes a 449,5 milhdes de caixas de 40,8 kg, e 18.982.647
toneladas de laranja esperadas para a safra de 2010, com uma variagdo positiva
(3,5%). Sua producdo € comercializada tanto na forma in natura como em suco
concentrado, nos mercados interno e externo, sendo o maior exportador de suco
concentrado do mundo (IBGE, 2010), participando com cerca de 80% do volume
comercializado.

Contudo, a ocorréncia de pragas € fato gerador de despesas e aumento de
custos nas producdes. O psilideo asiatico dos citros, Diaphorina citri Kuwayama, € uma
dessas pragas. Entretanto, exceto nos casos de alta infestacdo do inseto, seu dano
direto ndo afeta severamente a laranjeira e sua producédo, sendo considerada até o ano
de 2004 como uma praga secundaria da cultura (GALLO et al., 2002). No entanto, este
inseto passou a ser visto como o principal inseto-praga em citros devido a sua atuacao
como vetor dos fitopatégenos associados ao Huanglongbing (HLB).

Huanglongbing (HLB), anteriormente conhecida como Greening dos Citros, €
uma das doencas mais severas que ocorre em plantas citricas em diferentes regiées no
mundo como Africa, Asia e América. Apresentando-se nas formas asiatica, africana e
americana, € causada por bactérias gram-negativas, limitadas ao floema, do género
“‘Candidatus Liberibacter” e podem ser transmitidas por dois diferentes insetos vetores,
o psilideo asiatico dos citros Diaphorina citri Kuyawama, e o psilideo africano dos citros
Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Psylloidea). Outras formas de transmisséo
também ocorrem como borbulha, enxertia ou por meio da planta parasita Cuscuta spp.
Plantas infectadas apresentam sintomas de mosqueado tipico nas folhas, ramos
amarelados, folnas com manchas que aparentam deficiéncia de zinco e frutos diminutos
e deformados. Acredita-se que esta seja uma das mais graves doencas causadas por
um fitopatdbgeno transmitido por um inseto em citros, justamente pelo pouco
conhecimento sobre sua dinamica, epidemiologia e até caracteristicas moleculares da
bactéria (HALBERT; MANJUNATH, 2004). Apesar de ser uma doenca conhecida ha
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muitos anos no continente asiatico, foi diagnosticada recentemente no Brasil e nos
EUA, locais em que toda a sua epidemiologia muda.

Trés espécies da bactéria sdo conhecidas como agentes causais do HLB,
“Candidatus Liberibacter americanus”, “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. africanus” (BOVE,
2006). No Brasil ja foi identificada a presenca das formas asiatica e americana
(COLETTA-FILHO et al. 2004; TEIXEIRA et al., 2005a). Recentemente uma nova
espécie de “Candidatus Liberibacter” foi identificada na Nova Zelandia, sendo extraida
de plantas de tomate, pimentdo e batatas. Esta nova espécie também é transmitida por
um psilidio, Bactericera cockerelli, (LIEFTING et al., 2008), porém ainda ndo houve
nenhum relato desta nova bactéria em Citrus ou sendo transmitida por um dos insetos
vetores de HLB.

No Brasil, desde que os fitopatdbgenos foram identificados, havia uma maior
guantidade de “Ca. L. americanus”, em torno de 90%, do que “Ca. L. asiaticus” em
plantas sintomaticas no campo (TEIXEIRA et al., 2005b). Com o passar destes anos, foi
verificada a inverséo destes valores, sendo constatada uma relacdo de quase 80% das
plantas infectadas avaliadas com a bactéria asiatica (COLLETA-FILHO, comunicacao
pessoal). Tal fato pode ter ocorrido devido a diferencas na taxa de multiplicacdo das
duas bactérias na planta citrica e/ou no inseto vetor. Desta forma, estudos relacionados
a abundancia das diferentes espécies de “Ca. Liberibacter” na planta se fazem
necessarios para um maior avango no controle desta doenca.

E interessante ressaltar que as espécies de bactérias transmitidas por cada um
dos insetos possuem as mesmas caracteristicas adaptativas ao ambiente que seus
insetos vetores, sugerindo fortemente uma adaptacdo conjunta de patégenos e seus
respectivos insetos vetores. No entanto, foi comprovado, mesmo que em ambito
laboratorial, que ambas as espécies de psilideos sdo capazes de adquirir e transmitir
tanto “Ca. L. asiaticus” como “Ca. L. africanus” (MASSONIE; GARNIER; BOVE, 1976;
LALLEMAND et al., 1986). Tais fitopatogenos também apresentam caracteristicas de
interacdo com seu inseto vetor de carater persistente e propagativo indicando, mais
uma vez, sua grande importancia econbmica e cientifica, uma vez que, esta
caracteristica da transmissdo da doencga atribui maior facilidade de dispersdo do
patdgeno e maior dificuldade de controle da doenca (AUBERT, 1987).
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Assim, estudos em relacdo ao inseto vetor também possuem grande impacto no
conhecimento da epidemiologia da doenca. Sua biologia e estudos de comportamento
alimentar sdo de extrema importancia para a averiguacdo das caracteristicas das
interacdes inseto x planta x patdgeno, e nas implicacdes que estas interacbes causam
nos processos de aquisicdo e inoculacdo das bactérias pelo inseto. Neste trabalho os
esforcos foram focados em responder questdes relacionadas a interacado envolvendo o
inseto vetor e os fitopatégenos e suas implicacdes no processo de disseminacdo da
doenca. Portanto este trabalho teve por objetivos: a) determinar quais estagios de
desenvolvimento do psilideo D. citri apresentam maior eficiéncia de aquisicao de “Ca.
Liberibacter”; b) Avaliar a progresséo da concentragcdo de “Ca. Liberibacter asiaticus” no
vetor D. citri ao longo do tempo; e c) Investigar a taxa de multiplicagdo de “Ca. L.
americanus” e “Ca. L. asiaticus” em D. citri, apds aquisi¢cdo isolada (simples) ou

sequencial (mista) desses patdégenos no vetor.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo Bibliografica

2.1.1 Huanglongbing

Huanglongbing (HLB), nome oficial da doenca fitopatogénica anteriormente
conhecida como Greening dos Citros, € uma enfermidade que ataca praticamente todas
as variedades comerciais de plantas citricas (DA GRACA, 1991). Ela é causada por trés
especies de bactérias gram-negativas: “Candidatus Liberibacter asiaticus”, “Ca. L.
africanus” e “Ca. L. americanus”. As plantas infectadas apresentam sintomas em folhas
e, mais severamente, em frutos. As bactérias séo transmitidas pelos insetos Diaphorina
citri Kuwayama (Asia e Américas) e Triosa erytreae (Del Guercio) (Africa) (Hemiptera:
Psylloidea) (MARTINEZ; WALLACE, 1967; CAPOOR; RAO; VISWANATH, 1967,
McCLEAN; OBERHOLZER, 1965b), por enxertia (LIN, 1956) ou pela planta parasita
Cuscuta spp (GARNIER; BOVE, 1983).

Acredita-se que a doenca esta presente nos pomares citricos da Asia e Africa ha
centenas de anos, uma vez que a producdo de laranja nestas areas data de milénios
atras. Alguns autores propuseram teorias de que a doenca teria comecado na Africa do
Sul, levada para China (por meio de mudas infectadas) e de la se alastrado por toda a
Asia (GOTTWALD; DA GRACA; BASSANEZI, 2007), contudo ainda ha muito que ser
compreendido.

De acordo com a literatura, uma severa enfermidade causando danos a plantas
citricas na india foi pela primeira vez descrita no século XVIIl, chamada de “dieback”
(CAPOOR, 1963). ApoOs esse periodo, muitas doencas causando males em plantas
citricas foram descritas com outros nomes e apresentando sintomas semelhantes em
outras regides da india e em outros paises como China, Taiwan, Filipinas, Indonésia e
até em paises da Africa. (CAPOOR, 1963; GOTTWALD; DA GRACA; BASSANEZI,
2007; BOVE, 2006). Por muito tempo acreditou-se que a doenca era causada por
deficiéncias nutricionais ou até mesmo falta de &gua, ao invés de um agente
fitopatogénico até ser demonstrada a transmissao por enxertia na China (LIN, 1956. No

entanto, sabe-se que este trabalho ficou praticamente desconhecido fora do mundo
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académico chinés por alguns anos até ser publicado uma nota, referindo-se ao artigo,
na ltalia (BOVE, 2006).

Assim, anos depois, na Africa do Sul, McClean e Oberholzer (1965a) também
demonstraram a transmissdo por enxertia da forma africana, e que a doenca era
transmitida naturalmente pelo psilideo africano dos citros Tryoza erytreae (Del Guercio)
(McCLEAN; OBERHOLZER, 1965b). Neste mesmo trabalho os autores apresentaram a
hip6tese de que o fitopatdogeno responsavel pelo HLB seria um virus.

2.1.2 Sintomas

O HLB ocasiona sintomas em folhas e frutos, podendo apenas um ramo de uma
arvore afetada apresentar os sinais da doenca, entretanto, acredita-se que a
distribuicdo da bactéria seja sistémica, ainda que desigual (BOVE, 2006). As folhas
maduras apresentam amarelecimento ao longo das nervuras e manchas cloroticas
irregulares, progredindo para o amarelecimento por toda a folha. Como sintoma
secundario, ramos da arvore infectada apresentam folhas diminutas e com clorose
similar a deficiéncia de zinco, ferro e manganés (LOPES; FRARE, 2008). Além disso,
podem ocorrer floradas fora de época e intensa desfolha dos ramos afetados,
progredindo para uma generalizagédo dos sintomas por toda a planta inclusive com seca
e morte de ponteiros (HALBERT; MANJUNATH, 2004).

Os frutos apresentam sintomas mais severos, também com o tamanho reduzido,
assimétrico e de sabor amargo (inviabilizando o consumo in natura e industrial),
provavelmente devido a alta acidez e baixa quantidade de acucar (McCLEAN;
SCHWARZ, 1970). E comum a ocorréncia de sementes abortadas em frutos
severamente afetados (CAPOOR, 1974). Pode incidir a queda prematura dos frutos, e
agueles que permanecem na laranjeira apresentam a coloracdo verde (DA GRACA,
1991), caracterizando o nome mais comum da doenga, “Greening”.

Apesar dos sintomas serem semelhantes, acredita-se que algumas formas do
HLB possam ser mais severas gque outras, como a forma asiatica € mais severa do que
a forma africana, possuindo um comportamento sistémico mais agressivo na planta e
causando morte precoce da arvore (GOTTWALD; DA GRACA; BASSANEZI, 2007). No
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caso de “Ca. L. americanus” no Brasil, verificou-se diferentes graus de resisténcia entre
as variedade e espécies de Citrus, apesar de serem todas afetadas (LOPES; FRARE,
2008). Da mesma forma, HLB na Africa e India foi descrita ser mais severa para as
variedades de laranjas-doce e tangerinas, enquanto que limdes, limas, grapefruit e
pomelos apresentaram maior tolerancia a doenca (NARIANI; RAYCHAUDHURYI,
VISWANATH, 1973). No entanto, algumas formas de “Ca. L. asiaticus” em Taiwan e,
recentemente na Florida., , afetam todas as variedades comerciais (GOTTWALD; DA
GRACA; BASSANEZI, 2007), bem como a “Ca. L. americanus” aqui no Brasil (LOPES;
FRARE; MARTINS, 2006). Acredita-se que as diferentes estirpes das bactérias possam,
com o tempo, adaptar-se as espécies e variedades de plantas citricas hospedeiras, 0
gue explicaria a mudanca das variedades de pomelo e grapefruit de resistentes,
anteriormente na Asia, para suscetiveis na Flérida (GOTTWALD; DA GRACA;
BASSANEZI, 2007).

Segundo Bowman et al.(2009), a bactéria “Ca. Liberibacter asiaticus” altera a
expressdo génica da planta citrica em diferentes niveis levando ao desenvolvimento
dos sintomas em diferentes 6rgados da planta, principalmente naqueles que consomem
mais seiva elaborada do que produzem. Todavia, e curiosamente, a bactéria ndo afeta
0 processo de fotossintese da planta, apesar de tantos outros fatores ficarem
desregulados, por essa razdo acredita-se que os frutos e brotacbes sejam os mais
afetados pela doenca.

Além das condicdes fisiologicas da planta, alteradas pela presenca do patégeno,
acredita-se que as condi¢des abidticas influenciem na doenca, expressao de sintomas
e consequentemente sua transmisséao. Segundo Gottwald et al. (2007), a forma africana
da doenca € sensivel ao calor, apresentando o pico de expressao de sintomas no
inverno. Seu inseto vetor, T. erytreae, também apresenta habitos de melhor
desenvolvimento nas regides de maior altitude e menor temperatura, como ocorre com
a presenca da doenca no continente africano. Por outro lado, a forma asiatica da
bactéria se apresenta tolerante ao calor, causando expressdo de sintomas mais
severos e visiveis a temperaturas iguais ou superiores a 30°C, assim como o inseto
vetor, D. citri, que apresenta desenvolvimento favoravel nestas condicbes. Essas

caracteristicas adaptativas ao ambiente semelhantes para patdogeno e seus insetos
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vetores, sugerem fortemente uma adaptacdo conjunta de patdogenos e seus respectivos
insetos vetores. No entanto, foi comprovado, mesmo que em ambito laboratorial, que
ambas as espécies de psilideos sao capazes de adquirir e transmitir tanto “Ca. L.
asiaticus” como “Ca. L. africanus” (MASSONIE; GARNIER; BOVE, 1976; LALLEMAND
et al., 1986).

Paralelamente, Lopes et al.(2009) relataram as mesmas condicfes adaptativas
ao ambiente de “Ca. L. asiaticus”, sendo tolerante ao calor. Em contrapartida, estes
mesmo autores relataram que “Ca. L. americanus” apresenta sensibilidade ao calor,
como ocorre com a espécie africana da bactéria, mesmo que o vetor D. citri apresente
sobrevivéncia elevada em condi¢Bes de temperatura um pouco mais elevadas (NAVA et
al., 2007).

2.1.3 Os trés fitopatégenos causadores do HLB - “Candidatus Liberibacter”

A partir do momento em que HLB foi relatado ser transmitido por enxertia e por
insetos vetores (LIN, 1956; McCLEAN; OBERHOLZER, 1965a,b), houve a necessidade
de compreender mais sobre o assunto. Com tais descobertas de transmissdo do agente
causal, acreditava-se que este era um virus, Unico patdogeno conhecido na época que
poderia ser transmitido por tais meios (BOVE, 2006).

Em contrapartida, a descoberta por Microscopia Eletronica (ME), de que
organismos aparentemente semelhantes a micoplasmas (MLO - Mycoplasma-like
Organisms) estavam associados com doengas conhecidas genericamente como
“amarelos” inspirou estudos por ME com plantas infectadas com HLB. Verificou-se,
portanto, que era possivel visualizar tais organismos nos tubos de floema de plantas
com os sintomas de HLB, mas n&o no floema de plantas sadias (LAFLECHE; BOVE,
1970). Pouco tempo depois, foram observado corplasculos semelhantes aos
encontrados em plantas sintomaticas no corpo de ambos 0s insetos vetores, T. erytreae
(MOLL; MARTIN, 1973) e D. citri (CHEN et al., 1973).

Com estudos mais avancados e imagens mais precisas, pdde-se notar que
estes microrganismos apresentavam uma camada celular externa mais espessa do que

naturalmente se encontrava nos MLOs, sugerindo que estes organismos eram, na
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realidade, bactérias. Até aguele momento, ndo houvera sucesso no isolamento das
bactérias, mas aliando a ME com tratamentos enzimaticos, apresentou-se a natureza
gram-negativa das mesmas (GARNIER; DANEL; BOVE, 1984). Outra evidéncia de que
os fitopatdbgenos seriam bactérias € a temporaria remissdo dos sintomas da doencga
guando as plantas sao tratadas com antibiéticos (CAPOOR; THIRUMALACHAR, 1973;
BUITENTAG; von BROEMBSEN, 1993).

Por meio de métodos moleculares, os patégenos foram reconhecidos como
novos “Candidatus” ao género Liberibacter, pertencente a subdivisdo alpha das
protobactérias (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1994). De acordo com as normas de
nomenclatura de organismos ainda néo classificados, o termo Candidatus, em italico e
com a primeira letra mailscula, precede o nome em latim da espécie, que deve ser
grafada de acordo com as normas de termos binomiais, mas ndo em italico; o termo
completo deve sempre ser citado entre aspas: “Candidatus Liberibacter americanus”
(EUZEBY, 2010)

Recentemente, Sechler et al. (2009) obtiveram sucesso no isolamento das
bactérias “Ca. L. asiaticus”, “Ca. L. americanus” e “Ca. L. africanus”, associadas ao
HLB. Utilizando um meio de cultura complexo (0 meio PW, também utilizado para o
isolamento de Xylella fastidiosa) com acréscimo de aminoacidos e extrato de plantas
citricas. No entanto, a comunidade cientifica tem encontrado dificuldades de reproduzir
o feito.

Além do isolamento e testes enziméticos muitos estudos moleculares foram
realizados, como € o caso de primers (oligonucleotideos iniciadores) especificos para
cada forma de “Candidatus Liberibacter”, para detecgdo dos patdgenos tanto em
plantas como nos insetos vetores (BOVE et al., 1993; JAGOUEIX; BOVE; GARNIER,
1996; TEIXEIRA et al., 2005b).

2.1.3.1 Reacgéo de Polimerase em Cadeia - PCR
O teste de “Polimerase Chain Reaction” — PCR (Reacdo de Polimerase em

Cadeia) provocou uma verdadeira revolugdo na biologia devido a sua facilidade,
rapidez, versatilidade e sensibilidade. Este teste possibilita a amplificagdo exponencial
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da sequéncia de um DNA por meio de ciclos repetitivos de sintese de DNA. Cada ciclo
de PCR consiste de trés etapas: desnaturacédo térmica (92 a 95°C) da fita dupla do
DNA; anelamento sob temperatura reduzida (35 a 60°C), que varia dependendo do
tamanho e sequéncia do primer utilizado, permitindo hibridizacdo DNA-DNA de cada
iniciador com suas sequéncias complementares que flanqueiam a regiao alvo; e
extensdo das novas fitas de DNA, produzidas através da elevacdo da temperatura
(72°C) e com a presenca da enzima DNA polimerase e de nucleotideos (Adenina,
Timina, Guanina, Citosina) (MILLER; JOAQUIM, 1993). O produto desta reacdo é um
fragmento de DNA com tamanho conhecido, em pares de base, em grande quantidade,
uma vez que a amplificacdo do DNA alvo ocorre de forma exponencial.

A visualizacdo dos produtos amplificados € feita sob luz ultravioleta, em um
transluminador, apos eletroforese do DNA em gel de agarose adicionado de brometo de
etidio para corar o DNA. O gel de agarose separa os fragmentos de acordo com seu
tamanho e forma “bandas” que s&o comparadas com marcadores moleculares,
aplicados no gel juntamente com suas amostras, 0s quais possuem diversos tamanhos
de fragmento de DNA localizados em “alturas” conhecidas do gel. A comparagao entre
o marcador molecular e seu produto de PCR é fundamental para verificar se o
fragmento amplificado é o alvo pretendido.

A especificidade do teste deriva do desenvolvimento de sondas de
oligonucleotideos, os “primers”, que reconhecem sequéncias especificas do DNA do
patégeno. Diferentes primers podem ser desenvolvidos para o0 mesmo patégeno para
diferenciar estirpes (como no caso de Xylella fastidiosa) ou diferentes espécies de
patdégenos de um mesmo género que causam a mesma enfermidade em plantas, como
o caso do Huanglongbing (LI; HARTUNG; LEVY, 2006). Jagoueix, Bové e Garnier
(1996) desenvolveram um conjunto de iniciadores para as bactérias causadoras do HLB
conhecidas na época, “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. africanus” baseado na regidao 16S
rDNA do genoma bacteriano. O produto desta amplificacdo gera um fragmento de 1.160
pb, para ambas as bactérias. Apesar de o tamanho ser 0 mesmo, a sequéncia deste
DNA nédo &, e para diferenciar a forma africana da forma asiatica o produto da
amplificacéo deve ser submetido a um processo de digestdo com a enzima de restricao

Xbal. O fragmento do DNA africano é dividido em trés fragmentos menores de 520, 506
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e 130 pares de base, enquanto a forma asiatica € dividida em apenas dois fragmentos
contendo 640 e 520 pares de base cada.

Recentemente, com a nova descoberta da doenca no Brasil, também foi
encontrada uma nova espécie que ndo havia sido relatada até entdo, a qual recebeu o
nome de “Ca. L. americanus”, além da presenga confirmada da bactéria ja conhecida
“Ca. L. asiaticus” (COLLETA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005a). Dessa forma,
para deteccdo da nova espécie encontrada foi desenvolvido um novo par de
iniciadores, especificos para a forma americana da doenca, os quais também foram
baseados na regido 16S rDNA da bactéria (TEIXEIRA et al., 2005b).

Alguns métodos mais sensiveis de PCR ja estédo disponiveis para a deteccéo de
patdogenos em plantas e nos insetos vetores, como é o caso do “Nested-PCR”. Neste
caso, primeiramente ocorre a amplificacdo do fragmento de DNA com um par de
primers (externos) e, posteriormente o produto deste PCR serve como molde, podendo
ser diluido a fim de evitar inespecificidade, para uma segunda amplificacdo com um
novo conjunto de primers internos a sequéncia amplificada no primeiro PCR (PAIAO;
LEITE JUNIOR, 2001). Colleta-Filho (comunicagéo pessoal) desenvolveu um protocolo
de Nested PCR para deteccdo do patdégeno “Ca. L. asiaticus” em insetos vetores
baseado nos genes Omp, corroborado por outro método de PCR também muito

sensivel, o PCR quantitativo em Tempo Real (Q-PCR).

2.1.3.2 Reacéo de Polimerase em Cadeia em Tempo Real/Quantitativo (Q-PCR)

Acredita-se que métodos mais robustos, rapidos e sensiveis de deteccdo de
patdgenos sejam importantes para um controle efetivo (e posterior eliminagdo) de
plantas infectivas no campo e produgdo de mudas livres de “Candidatus Liberibacter”
para uma possivel melhora do controle da doenca nos pomares de laranja (LI;
HARTUNG; LEVY, 2006). Estes mesmo autores desenvolveram um protocolo de Q-
PCR multiplex, fluorgénico (TagMan MasterMix) com sondas especificas para detecgdo
das trés espécies de “Ca. Liberibacter”, indicando a alta sensibilidade, reprodutibilidade

e robustez do teste.
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A grande vantagem deste teste em relacdo ao PCR convencional é sua alta
sensibilidade, possibilitando a detec¢cdo do patégeno no inseto vetor e, principalmente,
a possibilidade de quantificacdo do patégeno no inseto e na planta.

O equipamento de PCR em Tempo Real difere do termociclador convencional
em diversos pontos. Este equipamento, conectado a um computador, é capaz de
monitorar a reacdo de amplificacdo do inicio ao fim, provendo informacdes a cada ciclo
realizado, o que explica o nome “tempo real’, pois o resultado é imediato. O
computador, munido de um software produzido pela empresa do equipamento (existem
diferentes tipos no mercado), produz gréaficos, gera valores para as suas amostras e
analisa a qualidade da reacdo (HIGUCHI et al., 1993; GIBSON; HEID; WILLIAMS,
1996). O usuario pode programar a maquina e seus ciclos para diversos fins, como
avaliar a expresséo génica de um fragmento de RNA de planta, ou o cDNA de um virus,
podendo inclusive realizar uma reacdo de Transcriptase Reversa (traduzir RNA para
DNA) e, na mesma reacao, realizar o PCR quantitativo. O fato de o resultado ser
gerado na tela do computador exclui a necessidade do uso de géis de agarose ou
poliacrilamida para visualizacdo do resultado da reacdo, o que agiliza o diagnéstico
(PFAFFL, 2004).

O Q-PCR utiliza uma sonda (probe) para sua reacdo, especifica para sua
sequéncia alvo, no caso do protocolo com TagMan®. Esta sonda funciona como um
primer adicionado de um agente fluorescente que, quando anelado ao DNA alvo libera
energia em forma de luz fluorescente de um determinado comprimento de onda. O
equipamento é capaz de captar este comprimento de onda e monitora aquela amostra a
cada ciclo realizado. Para detectar diferentes DNAs-alvo de uma mesma amostra,
podem-se utilizar uma sonda para cada DNA-alvo marcada com fluorescéncia de
diferentes comprimentos de onda, na mesma reagdo e na mesma amostra tem-se o
resultado para ambos os alvos, caracterizando um PCR Multiplex (PFAFFL, 2004; LI,
HARTUNG; LEVY, 2006).

Esta técnica de PCR pode ser utilizada tanto para um simples diagnéstico como
para quantificacdo do DNA de interesse. A Reacédo é dividida em 4 fases, a primeira
fase € a expectativa de amplificacdo exponencial de todas as amostras, ndo apresenta
linhas definidas no grafico, que aparecem abaixo do limiar (“threshold”); a segunda € a
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fase exponencial, onde a amplificacdo comeca e a curva é formada, é detectada acima
do “threshold”; a terceira fase apresenta um aumento da amplificacéo linear e aumento
da fluorescéncia; e a quarta, e ultima, € a fase do “plateau”, definida como uma
atenuacdo do acumulo exponencial do produto, onde a curva estabiliza. A quantidade
de DNA-alvo amplificado € diretamente proporcional a quantidade de DNA alvo inicial
da amostra, apenas na fase exponencial, assim como é nesta fase que a quantificacao
do produto é realizada (TICHOPAD et al., 2003). Cada amostra gera um numero de Ct
(threshold values), que significa o numero do ciclo em que aquela amostra comecou a
gerar fluorescéncia ao cruzar com a linha do limiar de qualidade da reacéo (threshold).
O valor de Ct é inversamente proporcional a quantificacdo do DNA, ou seja, quanto
menor o valor de Ct, maior € a quantidade do DNA-alvo na amostra (TICHOPAD et al.,
2003).

Ha duas formas de quantificacdo: a absoluta e a relativa. A quantificacdo
absoluta relaciona o Ct obtido da amplificacdo da amostra com uma curva de calibracdo
pré estabelecida especificamente para aquele DNA-alvo. Para isso € necessario que se
tenha o DNA-alvo, geralmente extraido de colénias puras da bactéria (quando for o
caso), em grande quantidade para fazer diluicbes em série e gerar esta curva padrao. A
alta reprodutibilidade desta curva gera quantificacdes sensiveis e precisas, apesar de
trabalhosa (SOUAZE et al., 1996; BUSTIN, 2000). No caso do HLB, como o isolamento
das bactérias causadoras da doenca ainda esta sendo aprimorado, € realizada a
clonagem dos genes de interesse por métodos tradicionais. Em sequencia, amplifica-se
o DNA clonado, realiza-se uma diluicdo em série e uma nova amplificacdo é realizada
para fazer a curva de quantificacdo. No entanto este processo € delicado e nem sempre
apresenta resultados satisfatorios (COLETTA-FILHO, comunicagéo pessoal).

A quantificacéo relativa utiliza um controle interno na propria amostra, como um
housekeeping gene, como controle para expressao génica, ou um DNA endégeno como
18S do inseto/planta (eucariotos) em relacdo ao 16S do patdgeno (procarioto) no caso
do HLB. Assim, é feita a quantificacdo do DNA-alvo (16S) em relacdo a quantidade do
DNA enddégeno (18S), comparando o Ct de ambos os alvos. No entanto, para a
utilizacdo deste método € necessario que haja uma padronizacdo do DNA enddgeno
(PFAFFL, 2004), como uma quantificacdo do DNA total extraido do inseto, feita por
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NanoDrop®, por exemplo. Em ambos os métodos, a eficiéncia da reacdo é

imprescindivel para a acuracia dos resultados.

2.1.4 Diaphorina citri Kuwayama

Desde 1942 a espécie Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) esta presente no
Brasil (COSTA-LIMA, 1942), que até a descoberta do HLB ocupava o posto de praga
secundaria na cultura de laranja. D. citri € um inseto de tamanho diminuto e chega a
medir até 3 mm de comprimento na fase adulta (GALLO et al., 2002). Possui o corpo
mosqueado de marrom, com cabeca e asas amarronzadas e secrecao serosa que pode
se apresentar sob a forma de p6 (AUBERT, 1987; BERGMANN et al.,, 1994).
Comumente preferem a face abaxial das folhas para se alimentar (BONANI, 2009;
TURATI, 2008). Quando parados, apresentam disposicdo de 45° em relacdo ao
substrato em que se encontram, indicando alimentagcdo (BONANI, 2009).

Segundo Nava et al. (2007), os adultos atingem maturidade sexual por volta de
10 dias ap6s emersao, sendo que as fémeas podem colocar até 800 ovos com maior
concentracdo nos 8 primeiros dias ap6s o inicio do periodo de oviposi¢cdo. Os ovos
possuem coloracdo amarela e formato alongado. A duracdo média da geracdo (ovo-
adulto) foi de 44,42 dias e a duragdo média do estagio ninfal de 14,93 dias. Dados para
criacdo do biotipo brasileiro do inseto em laboratério, com a planta hospedeira de sua
maior aceitacdo, Murraya paniculata (L.) Jack (Murta-de-cheiro), e condicGes de 25°C,
70% UR e 14h de fotofase (NAVA et al., 2007). A cépula varia de 18 a 50 minutos e
apos o periodo de pré-oviposicao as fémeas colocam seus ovos em gemas foliares
novas, brotagdes e axila das folhas (HUANG et al., 1999). As ninfas séo de cor amarelo
palha, pequenas, achatadas dorso-ventralmente e apresentam cinco instares,
permanecem grande parte do tempo agregadas e se alimentam nas partes mais jovens
da planta, como folhas novas, parte terminal do peciolo, entre a gema axilar e em
brotacdes (TSAI; LIU, 2000).

Possivelmente, a espécie teve origem na Asia e se alastrou por este continente
(BOVE, 2006) assim como nas Américas (HALBERT; NUNEZ, 2004). Os danos diretos

causados pelo inseto devem-se a injecdo de saliva toxica causando crescimento ou
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deformacgfes anormais na parte da planta atacada, geralmente brotacdes, uma vez que
as ninfas causam maior dano (HODKINSON, 1974). Segundo Aubert (1987) a
alimentacao das ninfas da seiva elaborada resulta em deformacdes nas folhas, assim
como o honeydew deixado nas superficies da planta ocasiona o surgimento de
fumagina em folhas e frutos.

Altas infestacdes de D. citri podem ocasionar seca das brotacdes, regido de
maior concentracdo e alimentacdo das ninfas, abscisdo de folhas e até do ramo
infestado (HOY; NGUYEN, 2001). Ainda, danos foliares irreversiveis foram observados
apos alimentacdo de uma unica ninfa por menos de um dia (MICHAUD, 2004).

No entanto, tais danos sdo considerados secundarios. D. citri teve sua
importancia elevada a principal praga dos citros no Brasil por ser inseto vetor dos
patdgenos causadores do HLB, a partir de 2004, com o descobrimento da doenca nos
pomares do pais (COLETTA-FILHO et al. 2004; YAMAMOTO et al., 2006). Com isso, a
preocupacdo com seu controle aumentou, junto com a necessidade de melhor
compreensao de sua biologia e ecologia.

Segundo Catling (1970) a flutuacdo populacional do psilideo asiatico esta
relacionada com a disponibilidade, abundancia e qualidade de ramos novos e brotacfes
nos pomares, com forte influéncia dos fatores climaticos sobre as popula¢gdes (PAIVA,
2009). As chuvas e altas umidades relativas sdo mais agressivas ao inseto do que as
altas temperaturas, sendo que chuvas, acima de 150 mm mensais, estdo relacionadas
com baixas populagdes de D. citri, devido aos ovos e ninfas jovens serem lavados da
superficie das plantas (AUBERT, 1987).

No Brasil, ha uma significativa variacdo da dinamica populacional de D. citri nos
pomares citricos da regido norte do Estado de Sao Paulo, sendo que a densidade mais
alta ocorre ao final da primavera e inicio do verdo, tempo de seca. Ao passo que
durante outono e inverno observou-se a reducao da populagdo (YAMAMOTO; PAIVA;
GRAVENA, 2001). As maiores infestagdes de ninfas foram encontradas em S&o Carlos
e de adultos em Bauru, Botucatu, Lins e Sao Carlos e, independente da regido afetada,
sabe-se que D. citri apresenta um padréo de distribuicdo espacial do tipo agregada
(PAIVA, 2009).
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2.1.5 Transmissao de “Ca. Liberibacter”

Os insetos vetores sdo apontados como meio primario e natural de transmissao
de doencas causadas por fitopatdogenos, a qual compde um processo biolégico que
necessita de compreensdo em cada um de seus aspectos. Tais aspectos podem ser
compreendidos como caracteristicas de importancia epidemiolégica, como periodos de
tempo necessérios para aquisicdo e inoculacdo, laténcia, persisténcia e eficiéncia da
transmissdo (PARRA et al., 2010).

O primeiro relato de transmissdo do HLB por inseto foi para a forma africana da
doenca, transmitida pelo psilideo africano dos citros, Trioza erytreae (McCLEAN;
OBREHOLZER, 1965b) sendo que, pouco tempo depois outro psilideo, D. citri, foi
identificado como vetor da forma asiatica da doenca (SALIBE; CORTEZ, 1966).

O psilideo asiético dos citros, D. citri, € o inseto vetor de “Ca. L. asiaticus” e de
“Ca. L. americanus” no Brasil. (COLETTA-FILHO et al., 2004; YAMAMOTO et al., 2006).
Os aspectos referentes as suas caracteristicas de transmissdo dos patdégenos ainda
ndo se encontram elucidados, sendo necessarios mais estudos para a total
compreensao dessa interacao.

Sao conhecidos diferentes tipos de transmissdo de fitopatégenos por insetos
vetores. Nault (1997) descreveu quatro tipos de transmissdo que ocorrem com fitovirus
transmitidos por Hemiptera. Tais caracteristicas podem ser extrapoladas, com certa
cautela, para que também possamos melhor compreender as interacdes entre as
bactérias fitopatogénicas e seus insetos vetores. Os tipos de transmissdo podem ser
nao persistente, semipersistente, persistente circulativa e persistentes propagativa. Tais
definicbes sédo baseadas no tempo de aquisi¢cdo e inoculacdo do patdogeno pelo inseto,
se ha ou ndo a presenca do periodo de laténcia (tempo entre aquisi¢cao e inoculagédo do
patégeno) e se o patdgeno se multiplica dentro do inseto vetor.

Pouco se sabe sobre as caracteristicas de transmissao da doenca e os dados
apresentados na literatura sdo contrastantes. Tanto adultos como ninfas (4° e 5°
instares) podem adquirir e transmitir “Ca. L. asiaticus” (XU et al., 1988), no entanto, as
ninfas o fazem com maior eficiéncia (VICHIN NETO et al., 2008). Para Capoor, Rao e

Viswanath (1974), o tempo de aquisi¢cado pode variar de 15 a 30 minutos e o periodo de
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laténcia € de 21 dias no entanto, para Xu et al.(1988) o tempo de aquisicao
apresentado foi de 5 a 7 horas e o periodo de laténcia de apenas 24 horas. Em um
trabalho mais recente, pesquisadores conseguiram mostrar que a bactéria permanece
no inseto até 12 semanas apés um Periodo de Acesso a Aquisicdo (PAA) de duas
semanas, em 75% dos 20 insetos testados (HUNG et al., 2004), demonstrando que a
bactéria é persistente. Além disso, foram obtidos dados por Q-PCR de que a bactéria se
multiplica dentro do inseto, ao longo do tempo (VICHIN-NETO et al., 2008; INOUE et
al., 2009). Estas ultimas informagBes corroboram suspeitas anteriores de que a
transmissao de “Ca. L. asiaticus” por D. citri ocorre de forma persistente propagativa
(PARRA et al., 2010).

Dados relacionados a transmissdo das bactérias pelo vetor também ndo séo
claros. A taxa de transmissdo pode varia de 1 a 100%, segundo Xu et al. (1988).
Entretanto, Inoue et al. (2009) conseguiram uma taxa de transmissdo de 67%, mas
apenas para ninfas que se alimentaram por 24h em plantas infectadas, e transmitiram a
bactérias quando adultos. Tais diferencas podem ocorrer por eventuais diferencas entre
biétipos dos insetos estudados, assim como entre estirpes das bactérias (forma asiatica
em Taiwan deve ser distinta da forma asiatica no Brasil). Além disso, o estagio de
desenvolvimento também pode influenciar como demonstrado que as ninfas adquirem e
transmitem o patégeno com maior facilidade (INOUE et al., 2009).

Transmissao vertical do patogeno “Ca. L. asiaticus” para a progénie através dos
ovos (transmissao transovariana) nao foi constatada para D. citri (HUNG et al., 2004),
mas ha um relato de que ocorra para a o inseto vetor da forma africana da doenca, T.
erytreae (VAN DEN BERG; VAN VUUREN; DEACON, 1991-92).

Entretanto, ndo apenas o0s insetos podem transmitir o HLB. Os patdgenos
também podem ser transmitidos por enxertia para ambas as formas presentes no Brasil
(COLETTA-FILHO et al., 2009; LOPES et al., 2009). Assim como foi apresentado que a
forma africana também pode ser transmitida por meio de enxertia (BOVE, 2006). No
Brasil, verificou-se que 0 sucesso neste tipo de transmissao depende da parte da planta
infectada que é retirada para fazer a enxertia. Coletta-Filho et al. (2009) apresentaram

dados de que a transmissao ocorre facilmente para “Ca. L. asiaticus” se a enxertia for
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realizada com gemas infectadas de ramos assintomaticos, o que demonstra a

importancia da producdo de mudas sadias.

2.2 Material e Métodos

Os estudos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Insetos
Vetores de Fitopatogenos do Departamento de Entomologia e Acarologia (LEA) da
ESALQ/USP.

As andlises de PCR quantitativo foram realizadas nas dependéncias do
Laboratério de Biotecnologia do Centro de Citricultura Sylvio Moreira / IAC, em

Cordeiropolis, SP.

2.2.1 Insetos e plantas

Todos os insetos utilizados nos experimentos foram provenientes da criagéo de
Diaphorina citri mantida no Laboratorio de Insetos Vetores. A colénia de D. citri foi
mantida sobre plantas de murta, Murraya paniculata (L.) Jack (Rutaceae), planta que se
apresenta como hospedeiro adequado para a criacao deste inseto (NAVA et al.,2007).
A criagdo foi acondicionada em caixas com revestimento de tela antiafidica e porta de
acrilico transparente (35 x 35 x 53 cm) contendo mudas de murta com brotacdes novas,
mantidas em sala climatizada (25+2°C; 70£10% UR e fotofase de 14h).

As plantas-fonte foram fornecidas pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC)
de Cordeirépolis — Centro APTA Citros Sylvio Moreira. As mesmas foram produzidas
por meio de enxertia de gemas infectadas em plantas sadias. Todas foram testadas
previamente por PCR para a confirmacdo da presenca do HLB além de apresentarem
0s sintomas tipicos da doenca.

Para as plantas teste foram usadas seedlings sadios de laranja-doce [Citrus
sinensis (L.) Osbeck] cv. ‘Caipira’, produzidas em tubetes de 100 ml em substrato
Plantmax®. Cada um dos grupos das plantas utilizadas (plantas-teste sadias, plantas-
teste utilizadas e plantas-fonte) foi mantido em diferentes casas de vegetagéo
revestidas com tela antiafidica. Plantas-fonte infectadas com a bactéria “Ca. L.
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americanus” foram mantidas em uma casa de vegetagdo com as condi¢des climaticas
favoraveis ao desenvolvimento da bactéria, por causa de sua natural intolerancia a altas
temperaturas (LOPES et al., 2009).

2.2.2 Eficiéncia de aquisicdo das bactérias “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L.

americanus” em relacdo ao estagio de desenvolvimento do psilideo D. citri

Uma metodologia foi desenvolvida para avaliar a eficiéncia de aquisicdo de
ninfas — os cinco diferentes instares — e adultos de D. citri em plantas infectadas com
“Ca. L. asiaticus” (LAS) e “Ca. L. americanus” (LAM). Quarenta ninfas de cada um dos
cinco estagios foram transferidas de plantas de murta da criacdo para plantas
sintométicas de laranja com o auxilio de um pincel umedecido. Todas as ninfas foram
colocadas em um mesmo ramo com folhas recém expandidas, cada instar em uma
folna separada, com aplicacdo de uma solucdo composta por 1 parte de vaselina
liguida e 1 parte de vaselina solida no peciolo para evitar que os insetos de diferentes
idades se misturassem. Os adultos (40 insetos) foram colocados em outro ramo
préximo com folhas recém expandidas, em uma gaiola feita de copo plastico (300ml) e
tule. Os insetos de diferentes idades foram mantidos na planta fonte por um Periodo de
Acesso a Aquisicdo (PAA) de 48 horas. ApOGs este periodo os insetos foram
transferidos, com o auxilio de um sugador de transferéncia ou pincel umidecido, para
seedlings sadios de citros. Nestas novas plantas os insetos foram mantidos por 15 dias
e depois transferidos novamente para novos seedlings sadios por um Periodo de
Acesso a Inoculacdo (PAI) de 7 dias. Em seguida, os insetos foram mortos por
congelamento e armazenados em microtubos de 1,5ml em alcool absoluto, em freezer a
-20°C até a realizagdo das analises moleculares. Como controle negativo, um grupo de
guarenta insetos foi transferido diretamente da criagcdo para seedlings sadios e
mantidos até o momento de coloca-los em alcool para analises moleculares.

Este experimento foi montado de acordo com o delineamento experimental de
Blocos ao Acaso. Foram montados quatro blocos para cada tipo de bactéria (LAM e
LAS).
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2.2.3 Avaliacédo do crescimento da populacédo bacteriana de “Ca. L. asiaticus” no

inseto vetor

O teste consistiu em verificar o crescimento populacional da bactéria LAS, em
dois tratamentos (ninfas e adultos) de D. citri ao longo do tempo. O experimento foi
conduzido em camara de crescimento com fotofase de 14 h e temperatura constante de
25°C + 1 °C. Cento e vinte ninfas de primeiro instar e cento e vinte adultos recém-
emergidos com 3-5 dias de idade foram transferidos para uma planta fonte infectada
com LAS, com auxilio de um pincel umido ou sugador de transferéncia, e mantidos em
PAA por 48h (dias 1 e 2). A planta fonte foi testada por PCR para a confirmacéo da
presenca da bactéria. Trinta insetos de cada tratamento foram transferidos
individualmente para trinta plantas-teste (seedlings de laranja caipira de 10 a 15
centimetros) com brotacdo. Cada inseto recebeu um numero e sua respectiva planta
recebeu o mesmo numero e o dia em que ficou em contato com o inseto. A cada 48
horas os insetos foram transferidos para novas plantas teste, sempre sadias e com
brotagbes novas, confinados em gaiolas confeccionadas com tubos tipo falcon de 50
mL, até completar um periodo de 35 dias apds o PAA. A cada troca as plantas retiradas
foram pulverizadas, etiquetadas e mantidas em casa de vegetacdo revestida com tela
antiafidica. Paralelamente, o restante dos insetos (grupo reserva) que foram colocados
em aquisicdo na planta fonte, foram transferidos para uma gaiola do tipo baleiro, com
guatro plantas-teste e mantidos por todo o experimento, sendo retirados 10 adultos e 5
ninfas de cada grupo reserva a cada 7 dias. O mesmo foi feito com insetos sadios,
retirados da criagcdo e transferidos diretamente para plantas-teste, como controle
negativo. Todos os insetos mortos ou retirados semanalmente foram mantidos em
alcool absoluto a -20°C, devidamente etiquetados, até a realizacdo dos testes

moleculares.
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2.2.4 Avaliacdo do crescimento da populacdo bacteriana de ambas as bactérias,

“Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus”, no inseto vetor

Este experimento foi conduzido de forma semelhante ao anterior, porém com a
aquisicao de ambas as bactérias, separadamente, e com coletas em intervalos menores
de tempo. O teste consistiu em verificar o crescimento populacional das bactérias LAS e
LAM, em dois tratamentos (ninfas e adultos) de D. citri ao longo do tempo. O
experimento foi conduzido em camara de crescimento com fotofase de 14 h e
temperatura constante de 25°C + 1 °C. Cento e setenta ninfas de terceiro instar e cento
e quarenta adultos recém-emergidos com 3-5 dias de idade foram transferidos para
uma planta fonte infectada com LAM ou LAS, com auxilio de um pincel umido ou
sugador de transferéncia, e mantidos em PAA por 24h (dia 1). As plantas-fonte foram
testadas por PCR para a confirmacédo da presenca das bactérias em cada uma delas,
respectivamente. Apos o PAA, os insetos foram transferidos para uma gaiola do tipo
baleiro, com quatro plantas-teste e mantidos na camara de crescimento, em condi¢des
controladas. A cada cinco dias foram coletados 10 adultos e 10 ninfas de cada
tratamento, com inicio no dia 1 p6s PAA e fim no dia 30 pés PAAtotalizando 6 coletas.
A cada coleta, as mudas citricas do baleiro foram trocadas por plantas-teste sadias. As
plantas retiradas foram pulverizadas e colocadas em casa de vegetacédo, devidamente
etiquetadas. O mesmo foi feito com insetos sadios, retirados da criagdo e transferidos
diretamente para plantas-teste, como controle negativo. Todos 0s insetos mortos ou
retirados semanalmente foram mantidos em alcool absoluto a -20°C, devidamente

etiquetados, até a realizacdo dos testes moleculares.

2.2.5 Comparagao da multiplicagao de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus” no

vetor.

Este experimento teve como objetivo comparar a taxa de multiplicacdo de LAS e
LAM em D. citri em determinado estadio de desenvolvimento (ninfas ou adultos) apos
aquisicao isolada (simples) ou sequencial (mista) de LAS e LAM, bem se ocorria a

aquisicdo conjunta das bactérias. Sendo assim, quatro formas diferentes de aquisicdo
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dos patdégenos foram avaliadas, variando-se as plantas-fonte de cada espécie
bacteriana, a seqiiencia de aquisicdo nas mesmas e o estadio de desenvolvimento do
inseto (ninfas x adultos): Tratamento 1) periodo de acesso a aquisicdo (PAA) de 96 h
por 120 insetos apenas em planta-fonte de LAS; 2) PAA de 96h por 120 insetos apenas
em planta-fonte de LAS; 3) PAA de 96 h por 120 insetos em planta-fonte de LAM,
seguido de um novo PAA de 96 h em planta-fonte de LAS; e 4) PAA de 96 h por 120
insetos em planta-fonte de LAS, seguido de um novo PAA de 96 h em planta-fonte de
LAM. Foram realizados dois tratamentos: (N) Ninfas de 2 e 3 instares e (A) adultos.
Apos o término dos PAAs, os insetos foram trasnferidos para seedlings sadios de
laranja doce em baleiros (4 plantas por baleiro), onde foram mantidos até o0 momento
de cada coleta. A cada oito dias 10 adultos e 10 ninfas foram coletados, mortos por
congelamento e armazenados em alcool até a realizacdo das analises moleculares para
presenca e quantificacdo de ambas as bactérias em cada inseto. Como controle
negativo, um grupo de psilideos do mesmo lote foi transferido diretamente para
seedlings de laranja ‘Caipira’, sem passar por plantas-fontes. O delineamento
experimental aplicado foi o Inteiramente Casualizado e este experimento foi repetido
por trés vezes.

Avaliacdo da multiplicacdo bacteriana: Em periodos sucessivos (8, 16, 24, 32
e 40 dias) ap6és o inicio do primeiro PAA em planta-fonte, grupos de 10 individuos de
cada tratamento mantidos nos ‘baleiros’ foram avaliados quanto a multiplicagdo por
ambas as bactérias, de acordo com o tratamento, por gPCR. Os insetos que nao se
alimentaram em plantas-fonte foram utilizados como controle negativo para os testes de
gPCR. No caso dos insetos submetidos a aquisicdo sequencial em plantas-fonte de
LAS e LAM, os dados de gPCR foram utilizados para verificar se o inseto adquiriu
ambas as bactérias, e se a colonizacdo no corpo do psilideo por uma espécie de “Ca.

Liberibacter” influenciou na multiplicagédo da outra.

2.2.6 Extracdo de DNA e Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

Todos os insetos de todos os experimentos foram submetidos as analises
moleculares. Cada inseto foi testado individualmente e teve seu DNA extraido de
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acordo com o protocolo de Deng et al. (2006) modificado por Coletta-Filho
(Comunicacao pessoal), como descrito a seguir.

Extracdo de DNA Total de Insetos. O excesso de alcool foi retirado do corpo
dos insetos com o auxilio de um papel filtro e o inseto foi colocado em um microtubo de
1,5ml com 50ul de tampao STE (10mM Tris HCI; 1mM EDTA; 25mM NaCl) em uma
raque no gelo. Os insetos foram macerados com o auxilio de um pistilo plastico
previamente autoclavado e em seguida acrescentado 10ul de Proteinase K (200ug/ml),
homogeneizados e mantidos a 56°C por 30 minutos. Apés o banho-maria, os tubos
foram centrifugados brevemente e o sobrenadante (=40ul) retirado, cuidadosamente,
com o auxilio de uma micropipeta portanto ponteira com filtro e transferido para um
microtubo novo e autoclavado. Apos esta etapa de extracdo do DNA seguiu-se com
uma etapa extra de purificagdo do DNA com o auxilio do Kit Wizard (DNA Purification
Kit Wizard Genomic, Promega®, CA cat# A1125). Foram adicionados 100 ul de Nucleic
Lysis Solution as amostras, agitado vigorosamente e mantidas a 80°C por 5 minutos. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente, acrescentado 30ul de Protein
Preciptation Solution, agitado vigorosamente e mantidas a temperatura de
aproximadamente 0°C por 5 minutos. Os microtubos foram centrifugados por 3 minutos
a 13000xg em centrifuga refrigerada a 10°C. Retirou-se =~ 140ul do sobrenadante,
transferindo-o para um novo tubo. Acrescentou-se 100pl de Alcool Isopropilico, seguida
por uma inversdo os tubos, e mantidos em freezer (-20°C) por 2 horas. Em seguida as
amostras foram centrifugadas a 14000xg por 5 minutos a 10°C. O sobrenadante foi
retirado, cuidadosamente, com o auxilio de uma micropipeta (=230ul), descartado, e
acrescentado 150ul de alcool 70% ao pellet no microtubo. Centrifugou-se a 14000xg,
10°C por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado novamente. Os microtubos foram
colocados abertos para secar em estufa por = 15 minutos a 50°C. Apos este periodo foi
acrescentado 50ul de TE + RNAse e as amostras foram colocadas novamente na
estufa por 30 minutos a 37°C para acdo da RNAse. Foram utilizados 4ul do DNA para
gPCR.

Extracdo de DNA total de Plantas. O DNA das plantas-fonte e demais plantas
testadas foi extraido com o método descrito por Murray e Thompson (1980) com
modificacdes. Foram coletadas folhas, das plantas-fonte, nos ramos utilizados para
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aquisicdo da bactéria. Os peciolos das folhas foram retirados, picados em pedacos
miudos com o auxilio de uma lamina e colocados em 800ul de Tampé&o 1 (10ml de Tris
HCl pH 7,5 1M; 2ml EDTA 0,5M; 14ml NaCl 5M; 33ml H,O MiliQ) sendo macerados em
almofarizes de cerdmica com o auxilio de pistilos do mesmo material. Todo o contetdo
macerado foi transferido para microtubos de 2,0ml, adicionando-se 500ul do Tampéo 2
(8ml PVP 5%; 8ml PVP 10%; 32ul Mercaptoetanol 140mM) na capela, e os tubos foram
agitados delicadamente para misturar seu contetdo. As amostras foram colocadas em
banho-maria a 65°C por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
1300xg por 5 minutos e 700ul do sobrenadante foi transferido para tubos novos e
autoclavados de 1,5ml, com igual volume de CIA (Cloroférmio/Alcool Iso-Amilico 24:1),
misturados por inversao por 2 minutos. Depois disso, as amostras foram centrifugadas
a 14000xg por 5 minutos, retirados 500ul do sobrenadante e transferidos para novos
tubos com 0,6vol. de Alcool Isopropilico gelado, misturado por inversdo e deixados em
freezer (-20°C) por 30 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 14000xg
por 20 minutos a 10°C, descartado seu sobrenadante e acrescentado 500ul de alcool
etilico 70%. Uma nova centrifugacado foi realizada com as mesmas condi¢cdes por 5
minutos e o sobrenadante descartado. Os tubos foram colocados abertos em uma
estufa a 55°C para secar o pellet formado por, aproximadamente, 15 minutos. Com o0s
tubos secos, acrescentou-se 50ul de H,O MiliQ autoclavada para ressuspender o pellet.
As amostras foram mantidas em geladeira (4°C) até a realizacdo do PCR e depois
armazenadas em freezer (-20°C). Foram utilizados 5ul de DNA para reacédo de PCR.
Reacéo de Polimerase em Cadeia — PCR. Para a amplificagdo do DNA extraido
das plantas citricas infectadas com LAS, utilizou-se o par de oligonucleotideos (primers)
Oil (0Oil: 5' GCG CGT ATG CAA TAC GAG CGG CA 3) e Oi2c (5' GCC TCG CGACTT
CGC AAC CCA T 3", especificos para esta bactéria (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER,
1996). Os primers foram incluidos na seguinte mistura de reagentes: tampao para PCR
1x (Invitrogen™ - Life Technologies), 200 uM de cada dNTP (10mM — Invitrogen); 1U de
Tag DNA-Polimerase (Invitrogen); 0,4 uM de cada primer (Oil e Oi2c/ Prodimol
Biotecnologia) e 5 pl de DNA da amostra, o volume final de reacdo de 25 pl foi
completado com Agua MiliQ. Apds a mistura estar pronta, adicionou-se a cada amostra

30 pl de 6leo mineral para evitar evaporacdo. A amplificacdo foi realizada em um
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termociclador PTC-100 (MJ Research Inc. Watertown, MA 02172, EUA), programado
para as seguintes condic¢des: 35 ciclos de 92°C por 45 segundos, 60°C por 1min 30s e
estabilizando a 4°C por tempo indeterminado.

Para a amplificacdo do DNA extraido das plantas citricas infectadas com LAM,
utilizou-se o par de primers GB1 (5' AAG TCG AGC GAG TAC GCA AGT ACT 3) e
GB3c (5" CCA ACT TAA TGA TGG CAA ATA TAG 3'), especificos para esta bactéria
(TEIXEIRA et al., 2005). Os primers foram incluidos na seguinte mistura de reagentes:
tampao para PCR 1x (Invitrogen™ - Life Technologies), 200 uM de cada dNTP (10mM
— Invitrogen); 1U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen); 0,4 uM de cada primer (GB1 e
GB3c / Prodimol Biotecnologia) e 5 pul de DNA da amostra, o volume final de reacéo de
25 pl foi completado com Agua MiliQ. Apds a mistura estar pronta, adicionou-se a cada
amostra 30 ul de 6leo mineral para evitar evaporacao. A amplificacdo foi realizada em
um termociclador PTC-100 (MJ Research Inc. Watertown, MA 02172, EUA),
programado para as seguintes condic¢des: 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 60°C por
45s e 72°C por 1 minuto e estabilizando a 4°C por tempo indeterminado.

Reacado de Polimerase em Cadeia de Quantificacdo — gPCR. Para deteccéo
de LAS em DNA extraido de insetos e plantas-fonte, utilizou-se o par de primers As84F
(5-TCACCGGCAGTCCCTATAAAAGT-3) e As180R (5-GGGTTAAGTCCCGCAAA
CGA-3’); a sonda Asi-NED-111T (5-ACATCTAGGTAAAAACC-3’) baseados na
sequéncia do 16S rDNA desta bactéria (GeneBank AY919311) (CARLOS et al., 2006).
Para a solugéo de reacgéo foram utilizados 0,8 uM de cada primers; 0,2 UM da sonda de
LAS; 1 X TagMan Fast Universal MasterMix (Applied Biosystems—cat# 4352042); 1 ul
de Eukaryotic 18S rRNA kit (Applied Biosystems), como controle interno e normalizag&o
do total de DNA em cada reacéao; 4 ul do DNA-alvo (inseto ou planta) e completado com
agua MiliQ autoclava ao volume final de 20ul. A amplificagéo foi realizada no aparelho
ABI PRISM 7500 Fast Sequence Detection System (Applied Biosystems) utilizando o
software de deteccdo de amplificacdo (versdo 1,4) sob as seguintes condi¢des: 2
minutos a 50°C e 10 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de amplificacdo (15 s a 95°C
e 1 min a 60°C). Cada reacao foi realizada em placas de 96 pocos, sendo cada amostra
feita em duplicata. Trés tipos de controles foram adicionados a cada uma: um controle

positivo de planta infectada sintomatica, com LAS, um controle positivo (previamente
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realizado Q-PCR) de inseto e agua MiliQ autoclavada. Os valores de Ct foram
calculados pelo numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia das sondas
fossem detectadas, e ao cruzarem com a linha limite (threshold) da analise do software.
Cada corrida teve duragcdo média de 40 minutos e os dados foram salvos e
armazenados em um drive de memoéria para analises posteriores.

Para deteccdo de LAM em DNA extraido de insetos e plantas-fonte, utilizou-se o
par de primers Ame-67F (5’- CACCTTCCTCCGGCTTATCA-3’) e Ame-144R (5’- GCGC
AACCCCTGCCTAT-3’); a sonda Ame-FAM6-MGB (5°-CCTATAAAGTTCCCAACTTA-
3’), baseados na sequéncia do 16S rDNA desta bactéria. Para a solucdo de reacéo
foram utilizados 0,8 uM de cada primers; 0,2 uM da sonda de LAM; 1 X TagMan Fast
Universal MasterMix (Applied Biosystems—cat# 4352042); 1 ul de Eukaryotic 18S rRNA
kit (Applied Biosystems), como controle interno e normalizacdo do total de DNA em
cada reacdo; 4 ul do DNA-alvo (inseto ou planta) e completado com agua MiliQ
autoclavada ao volume final de 20ul. A amplificacdo foi realizada usando as mesmas

condi¢cBes descritas anteriormente

2.2.7 Andlises estatisticas

Foram verificados os pressupostos da ANOVA por meio da familia de
transformacdes Box-Cox (1964) e o teste de Hartley (1950) foi aplicado para verificar a
homogeneidade de variancias. O delineamento utilizado foi o casualizado em blocos
para o experimento de eficiéncia de aquisicdo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L.
americanus” por D. citri em diferentes estagios de aquisi¢cao (ver item 2.2.2).

Uma vez verificados os pressupostos da ANOVA, aplicou-se o teste F (p < 0,05)
para verificar possiveis diferencas entre tratamentos. Aplicou-se o teste de Tukey (p <
0,05) para as variaveis que apresentaram essa diferenca. Para o fator tempo, foi feita
analise de regressao por se tratar um fator quantitativo.

Os dados foram analisados utilizando-se o programa computacional SAS/STAT
2003.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Teste de Q-PCR

Para todos os experimentos deste trabalho, foi utilizado um protocolo de
amplificagdo em tempo real e quantificacdo de DNA das bactérias “Ca. Liberibacter
americanus” (LAM) e “Ca. L. asiaticus” (LAS) em insetos e plantas com um controle
enddgeno, o 18S rRNA Eucariético. Este controle enddgeno seria utilizado para realizar
a quantificacdo das amostras de DNA de forma relativa (ver item 2.1.3.2), ou seja,
guanto DNA de bactéria havia na amostra em relacdo ao DNA enddgeno (inseto). No
entanto, a extracdo do DNA dos insetos foi realizada individualmente, para que o
resultado de cada avaliagdo fosse com um maior numero de repeti¢cdes, auxiliando nas
analises e atingindo, possivelmente, um resultado mais preciso. Dessa forma verificou-
se gue a quantidade de DNA de um unico inseto foi insuficiente para esta analise, uma
vez que a amplificacdo do 18 S foi muito variavel, apresentando um alto desvio padréo,
ou ndo amplificando, mesmo quando as amostras foram repetidas.

Tal complicacdo decorreu do fato de que o método de extracdo utilizado neste
trabalho (DENG et al., 2006) favoreceu, como objetivo daquele método, a extracdo do
DNA de bactérias gram-negativas (neste caso, “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus”),
principal alvo deste estudo. A presenca do DNA enddgeno dos insetos foi observada
com frequéncia relativamente baixa, nos levando a fazer uma verificacdo da qualidade
do protocolo de extragao.

Um protocolo de extracdo de DNA de insetos por Sais foi testado para confrontar
com o protocolo de Deng, usado para extracdo de DNA no presente estudo. Vinte e
guatro insetos que ficaram por 3 semanas em PAA em plantas-fonte de LAS foram
macerados, individualmente, em tamp&o de extragcdo (coincidente para ambos o0s
meétodos) e, com o auxilio de uma micropipeta, separou-se igual volume em diferentes
tubos para cada uma das amostras tornando-as duplicadas, uma para cada protocolo.
Seguiu-se com cada extracdo de DNA e posterior analise por Q-PCR. Os resultados
mostraram que o método utilizado no presente trabalho de fato ndo favorece a extragédo
do DNA enddogeno do inseto, sendo que o 18 S foi amplificado em um maior nimero de
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amostras para o0 método de Sais e ndo em suas duplicatas para o método de Deng
(dados nao apresentados). A despeito disso, verificou-se que ambos os métodos
propiciaram a deteccdo de LAS por Q-PCR em um mesmo numero de amostras de
psilideos, indicando que os resultados aqui apresentados sdo confiaveis e nenhuma
amostra teve seu resultado, de amplificacdo bacteriana, comprometido pelo método de

extracao utilizado.

2.3.1.1 Quantificagcdo do DNA bacteriano amplificado por Q-PCR

Comumente, a quantificacdo do nimero de copias de DNA de interesse em uma
amostra por Q-PCR é feita utilizando-se uma curva padréo de concentracdo génica do
DNA alvo. Embora disponivel para LAS (COLETTA-FILHO et al. 2009), uma curva
deste tipo ainda ndo foi construida para LAM, o que impediu 0 uso deste método de
guantificacdo na presente pesquisa. Inicialmente procurou-se avaliar a concentracao
bacteriana por meio de um indice relativo, o dCt, calculado pela diferenca entre os Cts
obtidos para a DNA da bactéria (16S) e o DNA do enddégeno do inseto (18S).
Entretanto, devido a baixa quantidade de DNA de insetos extraido pelo método de
Deng, optou-se por usar apenas os valores de Ct (threshold cycle) como estimativa da
concentracdo bacteriana no inseto. Estes valores de Ct podem ser comparados aos
obtidos por testes semelhantes disponiveis na literatura (COLETTA-FILHO et al. 2009;
LOPES et al., 2009). E importante ressaltar que, como ndo ha compara¢ido com uma
curva padréo de concentracao realizada em conjunto com este trabalho, os resultados
aqui apresentados na forma de Ct ndo constituem uma medida absoluta da quantidade
de DNA bacteriano nos insetos, mas servem de parametro para comparar a

concentragdo das bactérias nas amostras analisadas.

2.3.2 Aquisicao de “Ca. Liberibacter asiaticus” e “Ca. L. americanus” por D. citri

em diferentes estagios de desenvolvimento do inseto

Para este experimento foram realizados quatro blocos, sendo que apenas trés
apresentaram resultados positivos para infeccdo do psilideo por LAS. Todos foram
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montados sob as mesmas condicdes, porém em diferentes plantas-fonte. Estas plantas
foram testadas por Q-PCR e apresentaram alto titulo bacteriano nos ramos utilizados
(Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de Ct (Threshold cycle) obtidos por Q-PCR das plantas-fonte de Ca.
Liberibacter asiaticus (LAS) e Ca. L. americanus (LAM) utilizadas nos experimentos. O
valor de Ct é inversamente proporcional a concentracao bacteriana na planta

Bactéria Planta Fonte Ct médio (16S)** Ct Planta (18 S)**
05 il 21,63 15,63
12 1 22,99 21,1
LAS
PF X24 24,41 24,49
PF X 15 20,65 17,1
LAM 7 24,87 16,88
LAM LAM 06 Il * 27,76 17,22
LAM 06 * 25,61 13,42

* Mesma planta-fonte utilizada em diferentes experimentos e analisadas nas datas de
avaliacdo de cada experimento

** Valores de Ct médio para o DNA da bactéria (16S rDNA) e DNA endbgeno, da planta,
(18 S Eucarioto rDNA)

Houve mortalidade de alguns insetos, sendo que o tratamento de aquisicdo
durante o 2° instar foi 0 que mais teve baixas em relacdo aos demais tratamentos, com
50% (valor para os trés blocos de LAS) dos insetos mortos antes de completar o
experimento e que, portanto, ndo puderam ser testados por Q-PCR.

No caso do experimento realizado com LAM, a mortalidade foi maior, sendo que
de quatro blocos montados, apenas um foi aproveitado e com baixa quantidade de
insetos. De uma forma geral, os primeiros dois instares de D. citri apresentaram-se mais
sensiveis a manipulagdo que os demais estagios do inseto. No entanto, no caso dos
insetos submetidos a um periodo de aceso a aquisicdo (PAA) sobre plantas-fonte de
LAM, a mortalidade sempre foi mais alta, indicando que algum fator ainda desconhecido
pode estar afetando a viabilidade dos insetos em plantas infectadas com este patdgeno.
Sabe-se que os sintomas de LAM apresentam-se mais severos que os de LAS em
plantas citricas (LOPES et al., 2009), assim como a bactéria LAS causa desordens de
diversos tipos no metabolismo vegetal (BOWMAN et al., 2009; ALBRECHT; BOWMAN,
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2008), podendo estes fatores influenciar também no comportamento do inseto, que se
alimenta desta planta infectada.

Adultos de D. citri que adquiriram LAS nos estagios de ninfas de 4° e 5°
instares, 21 dias apos o inicio do PAA, apresentaram maior concentracdo bacteriana
(menor valor de Ct), em relacdo aqueles que adquiram esta bactéria em outros estagios
de desenvolvimento (Tabela 2 e Figura 1). Observou-se a maior taxa de infectividade
no 4° instar, com 84% de insetos infectados.

No caso de LAM nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, porém é
possivel observar uma tendéncia de maior concentracao bacteriana quando a aquisi¢ao
ocorreu no 4° e 5° instares, como observado para LAS (Tabela 2). A proporcdo de
insetos infectivos foi maior para os tratamentos de aquisicdo no 3° e 4° e 5° instares,
apesar de poucos insetos terem sido testados. Tanto para LAS como para LAM,
observou-se menor taxa de infectividade quando houve aquisi¢cdo na fase adulta. Em
ambos 0s experimentos, todos 0s insetos provenientes do mesmo lote de criacdo e nao
submetidos ao PAA em planta-fonte (Controle negativo) mostraram-se isentos de LAS e
LAM, demonstrando que a aquisicdo bacteriana ocorreu somente nos estagios de

desenvolvimento avaliados (Figura 2).
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Tabela 2 — Amplificagcdo do DNA de “Ca. Liberibacter asiaticus” (LAS) e “Ca. L. americanus” (LAM) em

Diaphorina citri

e proporcdo de

infectivos em

relacdo ao estagio de

desenvolvimento do inseto em que ocorreu a exposi¢ao as plantas-fonte dessas bactérias

Estagio de o 1 N° de insetos positivos/  Taxa de infectividade
Desenvolvimento Ct médio + EPM N° de insetos testados * (%)
Ninfas 1° instar 31,99+0,7 a° 13/19 68,4
Ninfas 2° instar 32,53+0,71a 9/15 60
Ninfas 3° instar 31,21 +0,84 a 14/21 66.6
%))
< Ninfas 4° instar 30,50+0,75b 21/25 84
Ninfas 5° instar 30,82+0,57b 17/26 65,3
Adultos 33,1+1,10a 9/21 42,85
Controle Negativo indeterminado 0/24 0
Ninfas 1° instar
Ninfas 2° instar 30,53 +1,77 a 5/14 35,7
Ninfas 3° instar 29,42 + 0,26 a 2/2 100
= . .
< Ninfas 4° instar 27,35+0,26 a 4/4 100
Ninfas 5° instar 28,14+ 1,73 a 3/4 75
Adultos 29,34+1,99 a 3/10 30
Controle Negativo indeterminado 0/10 0

* Valores de Ct (Cycle Threshold para amplificagdo por Q-PCR) médios de insetos infectivos apds
aquisicdo em cada estagio de desenvolvimento * erro padrdo da média (EPM). Valores de Ct foram
obtidos com a utilizacdo de primers e sonda com 16S rDNA como alvo, e representam uma estimativa da
concentracdo bacteriana no inseto. Quanto menor o valor de Ct, maior a concentracdo da bactéria no
inseto

% Proporcéo de insetos infectivos em relacdo ao niimero total de insetos testados em todos os blocos.

® Letras ao lado dos valores correspondem & analise estatistica de comparacdo de médias (ANOVA)
Letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a p<0,05.

... dado numérico néo disponivel (insetos morreram antes de completar o experimento)
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Binsetos LAM-positivos por Q-PCR
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Figura 1 — Porcentagem de individuos de Diaphorina citri infectivos para ambas as bactérias, “Ca.
Liberibacter asiaticus” (LAS) e “Ca. L. americanus” (LAM), 21 dias apds periodo de acesso
a aquisicdo (PAA) de 48 h em plantas-fonte por psilideos em diferentes estagios de
desenvolvimento. O controle negativo refere-se a insetos do mesmo lote de cria¢do, porém
sem exposicdo a planta-fonte. Os insetos foram testados por Reacdo de Polimerase em
Cadeia- Quantitativo (Q-PCR)
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Figura 2 — Valores de Ct (Threshold cycles) para insetos infectivos com “Candidatus Liberibacter
asiaticus” (LAS) e “Ca. L. americanus” (LAM) apés 21 dias do PAA de 48h. As barras
representam o erro padrdo da média. Valores de Ct sdo inversamente proporcionais a
concentracao bacteriana
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Apesar de os insetos de todos os tratamentos/blocos terem sido submetidos a
um periodo de acesso a inoculacdo (PAI) em plantas-teste sadias, tais plantas nao
puderam ser testadas em sua totalidade quanto a transmissdo da bactéria pelos
insetos, devido ao longo periodo (meses) necessario para a detecgdo do patégeno na
planta apos sua inoculacao por vetores. No entanto, detectou-se a transmisséo de LAM
em um dos primeiros blocos montados, o qual ndo foi incluido nas analises descritas
anteriormente, pelo pequeno numero de insetos infectivos. Detectou-se apenas um
inseto positivo por Q-PCR nos seis tratamentos de aquisicdo avaliados; foi um inseto
de 2° instar submetido ao PAA de 24 h em uma planta-fonte de LAM no periodo de 19
a2l de agosto de 2009. Seis meses apos o PAA, foi possivel observar sintomas
caracteristicos de HLB na muda. Com a apresentacdo destes sinais, estas e mais
algumas plantas foram testadas por Q-PCR em Abril de 2010. A planta sintomatica
apresentou-se positiva, com valor de Ct = 21,96 + 0,03 (valor considerado de alta
concentracdo) enquanto o inseto correspondente apresentou valor de Ct = 35, 89 *
0,26, valor considerado baixo como concentracdo bacteriana, porém a transmissao

ocorreu e a planta foi severamente atingida pela doencga, (Figura 6/ Anexo E).

2.3.3 Avaliacédo do crescimento populacional de “Ca. L. asiaticus” no inseto vetor

Neste experimento, investigou-se a hipétese de que a concentracédo de “Ca. L.
asiaticus” no psilideo vetor aumenta com o tempo apds a aquisicdo do patégeno em
plantas infectadas. Assim, individuos de D. citri foram avaliados quanto a concentracao
da bactéria pelo teste de Q-PCR a intervalos sucessivos de 7 dias ap6s um PAA de 24
h em planta-fonte de “Ca. L. asiaticus”.

No caso de aquisicdo por ninfas, verificou-se aumento significativo de
concentragdo bacteriana no inseto em relacdo ao tempo apos inicio do PAA (Figura 3),
0 que condiz com os resultados de Inoue et al. (2009), que observaram que a
concentragéo do patdégeno no inseto aumentou em até 130 vezes 20 dias apos inicio do
PAA.
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Detectou-se a bactéria LAS no primeiro intervalo de tempo, de 7 dias. Nao foi
observado aumento da proporcao de insetos infectivos ao longo do tempo, sendo este
namero variavel.

Para o tratamento de aquisicdo por adultos, a analise de regressao linear
mostrou uma tendéncia de diminui¢cdo da concentracédo de LAS nos psilideos (aumento
de Ct) apés 21 dias do inicio do PAA, fato também relatado por Inoue et al. (2009), que
apresentam a hipotese de que o patégeno ndo € capaz de colonizar os adultos da

mesma forma que ocorre com ninfas.

Tabela 3 — Taxa de infectividade e progressao da concentragdao de “Ca. Liberibacter asiaticus” em
Diaphorina citri em relacéo ao tempo ap6s um periodo de acesso a aquisi¢cdo (PAA) de 24 h
por ninfas e adultos em planta-fonte da bactéria

Dias apés Proporcao insetos infectivos Concentracao bacteriana em Ct*
PAA Ninfas Adultos Ninfas Adultos
7 0,60 (3/5) 0,50 (5/10) 32,29+0,61 30,50 £ 1,14
14 1,00 (5/5) 0,30 (3/10) 30,64 £ 0,93 28,19 +0,15
21 0,75 (3/4) 0,50 (5/10) 27,59 +0,77 30,19+1,23
28 0,40 (4/10) 34,48 + 0,68
Ctl Neg.2 0 0 indeterminado indeterminado

! valores aproximados de concentracdo bacteriana no inseto. Valores de Ct + EPM (erro padrdo da
média)

% insetos do mesmo lote de aquisicao sem contato com a planta-fonte.

... dado numérico ndo disponivel (insetos morreram antes de completar o experimento).

Além do relato sobre a baixa multiplicagdo do patdégeno dentro do organismo do
de D. citri, ha ainda o caso do Virus do “Vira Cabega” do Tomateiro (Tomato spotted wilt
virus -TSWYV), transmitido pelor tripes Frankliniella occidentalis (Pergande) (MORITZ et
al., 2004). Neste caso, 0 inseto somente adquire o patdégeno em sua forma jovem e sO
transmite o virus quando ja se tornou adulto. Isso ocorre pois o virus é inoculado na
planta através da saliva do inseto, e s6 consegue atingir as glandulas salivares quando
o inseto ainda esta em sua forma jovem. No caso de “Ca. Liberibacter” em D. citri, a
interacdo ndo chega a ser tdo especifica, uma vez que o adulto é capaz de adquirir a
bactéria. Porém, a observacdo de uma menor eficiéncia de transmissdo apos a

aquisicdo pelo adulto, bem como de um declinio na concentracdo bacteriana no inseto
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apos algumas semanas sugere que este patdgeno esteja encontrando alguma barreira
ao ser adquirido por um adulto, que néo estaria ocorrendo no estagio de ninfa. Para que
essa hipotese seja testada, resta ainda saber se 0 processo de inoculacdo realmente
esta relacionado com a salivacao do inseto durante sua alimentacdo (BONANI, 2009) e,
consequentemente, dependente da multiplicacdo do patégeno na glandula salivar do

vetor. algo que ainda néo esta elucidado.
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Figura 3 — Relacao entre tempo apés inicio do periodo de acesso a aquisicao (PAA) e concentracédo
bacteriana (Ct) em individuos de Diaphorina citri que adquiriram “Ca. L. asiaticus” nos
estagios de ninfa (A) e adulto (B). Valores de Ct mais baixos indicam maior concentracao
bacteriana naquele inseto (Ct é inversamente proporcional a concentracao bacteriana).
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2.3.4 Avaliacdo do crescimento populacional de, “Ca. Liberibacter asiaticus” e

“Ca. L. americanus” em D. citri

Este experimento também teve por objetivo investigar o crescimento bacteriano
em D. citri ap0s a aquisicdo em plantas infectadas, porém aqui incluiu-se a bactéria “Ca.
L. americanus” e avaliou-se a infectividade a intervalos de tempo mais curtos: 1, 5, 10,
15, 20, 25 e 30 dias ap6s o inicio do PAA.

Os insetos submetidos a aquisicdo em planta-fonte de LAM apresentaram maior
taxa de infectividade em relacdo ao grupo de insetos submetido a planta-fonte de LAS
(Tabelas 4 e 5), detectando-se a bactéria (LAM) em insetos aos 15, 20, 25 e 30 dias
apos inicio do PAA (Figura 4). Ndo houve diferenca significativa na concentracdo de
LAM nos insetos entre os tratamentos (dias apOs inicio do PAA) pela andlise de
variancia (ANOVA) seguida de comparacdo de médias por Tukey ao nivel de 5% de
significancia (Tabela 4). Apenas ninfas adquiriram LAM neste experimento; nenhum
dos ssindividuos submetidos ao PAA em planta-fonte de LAM no estégio adulto foram

positivos para esta bactéria.

Tabela 4— Taxa de infectividade e progressédo da concentragdo de “Ca. Liberibacter americanus”
(LAM) em Diaphorina citri em relacdo ao tempo apés o inicio do periodo de acesso a
aquisicdo (PAA) de 24 h por ninfas em planta fonte da bactéria

% insetos infectivos Concentragcdo Bacteriana
Dias apos PAA (N° ins. infectivos/ N° ins. testados) Ct médio + EPM*
1 0 (0/10) Indeterminado
5 0 (0/10) indeterminado
10 0 (0/10) indeterminado
15 33 (3/9) 33,91 + 0,69 a°
20 30 (3/10) 31,32+ 3,27 a
25 50 (5/10) 31,11+ 0,86 a
30 40 (4/10) 31,92+1,38a

! Estimativa da concentracdo bacteriana no inseto baseando-se em valores de Ct (threshold cycle)
Eara deteccao por Q-PCR). Valores de Ct médio * erro padrao da média (EPM)
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Uma baixa proporcao de insetos adultos adquiriram a bactéria LAS nos intervalos de
10, 20 e 30 dias apdés PAA, ndo sendo possivel a realizacdo de analise estatistica
(Tabela 5).. No caso de aquisicdo de LAS por ninfas, as taxas de infectividade foram
um pouco mais elevadas, porém ndo houve diferencas significativas na concentracédo
bacteriana encontrada nos insetos ao longo do tempo apds o PAA. Os intervalos de Ct
encontrados foram de 34,78 a 31,92 para adultos e de 34,84 a 27,77 para ninfas
(Tabela 5; Figura 5).

Apesar de a analise estatistica ndo ter indicado diferenca significativa na
concentracdo de LAS em D. citri em periodos sucessivos ap0s a aquisicdo por ninfas
(Tabela 5), o valor médio de Ct apos 30 dias do PAA (27,77 + 2,93) foi bem mais baixo
do que aos 20 e 25 dias, sugerindo um incremento populacional da bactéria no inseto.
O baixo numero de insetos infectivos obtidos neste experimento (n £ 2) provavelmente

dificultou a separacao estatistica dessas médias de Ct para as ninfas.
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Figura 4 - Progressédo da infectividade (barras) e concentragdo de “Ca. Liberibacter americanus” (LAM)
(linhas) em individuos de Diaphorina citri com o tempo ap6és um periodo de acesso a aquisicdo
(PAA) de 24 h por ninfas em planta-fonte da bactéria (valor de Ct é inversamente proporcional
a concentracao bacteriana)
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Tabela 5 — Taxa de infectividade e progressdo da concentragdo de “Ca. Liberibacter asiaticus” (LAS) em
Diaphorina citri em relacdo ao tempo apds um periodo de acesso a aquisi¢cao (PAA) de 24 h
por ninfas e adultos em planta fonte da bactéria

% insetos infectivos Concentracdo Bacteriana
Dias ap6s PAA (N ins. infectivos/ N° ins. testados) Ct médio + EPM?
Ninfas Adultos Ninfas® Adultos’

1 0 (0/10) 0 (0/10) indeterminado Indeterminado
5 0 (0/10) 0 (0/10) Indeterminado indeterminado
10 0 (0/10) 10 (1/10) indeterminado 34,78
15 0 (0/10) 10 (1/10) indeterminado indeterminado
20 20 (2/10) 10 (1/10) 34,85+0,7 a 29,73
25 33 (2/6) 0 (0/10) 33,4+0,66 a Indeterminado
30 20 (2/10) 10 (1/10) 27,77+293a 31,92

! Dias ap6s o inicio do periodo de acesso & aquisicdo PAA, de 24h

? Estimativa da concentracdo bacteriana no inseto baseando-se em valores de Ct (threshold cycle para
amplificagdo por Q-PCR). Valores de Ct médio + erro padrdo da média (EPM)

% Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

* Adultos n&o foram avaliados estatisticamente por nimero insuficiente de amostras
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Figura 5 - Progresséo da proporgao de infectividade (barras) e concentragao de “Ca. Liberibacter
asiaticus” (LAS) (linhas) em individuos de Diaphorina citri com o tempo apés um periodo
de acesso a aquisicdo (PAA) de 24 h por ninfas (A) e adultos (B) em planta-fonte da
bactéria (valor de Ct é inversamente proporcional a concentracédo bacteriana)
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2.3.5 Teste de aquisicéo sequencial e multiplicagao de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L.

americanus” no vetor.

Sem duavida, o ponto alto deste trabalho foi a tentativa de elucidar a hip6tese da

infeccdo simultanea de LAM e LAS em D. citri, ap0s aquisi¢cao sequencial por ninfas ou
adultos Com os resultados obtidos verificou-se que os insetos ndo adquiriram ambas as
bactérias, concomitantemente, mesmo tendo passado por PAAs longos (96h) tanto em
plantas-fonte de LAM como em plantas-fonte de LAS (Tabela 6, 7, 8, 9).
Na aquisicdo por ninfas da primeira Repeticdo (RI) do experimento notou-se,
curiosamente, um aumento continuo na proporcao de individuos LAM-positivos para o
tratamento de aquisicdo sequencial “LAS/LAM”, sendo de 10% aos 16 dias, 30% aos 24
e 32 dias e 40% aos 40 dias apds PAA, sugerindo persisténcia da bactéria no inseto
(com possivel incremento na populacdo bacteriana) como ja relatado na literatura
(HUNG et al., 2004) (Tabela 6). Como o tratamento correspondente, “LAM/LAS”, foi
perdido por alta mortalidade dos insetos, nédo foi possivel comparar os resultados entre
0s mesmos. Porém, esse resultado sugere que, caso as hinfas tenham tido contato com
bactérias de LAS no primeiro PAA, estas ndo influenciaram a colonizacdo de LAM no
organismo do inseto. Outra hipdtese seria das ninfas terem se alimentado em vasos de
floema sem a bactéria LAS, quando em aquisicdo em plantas-fonte infectadas com
essa bactéria, por conta de sua distribuicdo desigual na planta (GOTTWALD; DA
GRACA; BASSANEZI, 2007). No entanto, com o longo periodo de aquisicdo (96 h) o
inseto teria feito muitas tentativas de alimentacdo na planta-fonte. Por meio da técnica
de Electrical Penetration Graph (EPG), Bonani (2009) constatou que D. citri realiza, em
média, cerca de 20 provas em uma planta citrica e, ao atingir o tecido do floema, a
alimentacdo nos vasos crivados dura 206,11 minutos, em média, para um periodo de 8
h de avaliacdo. Estas informagdes sobre o comportamento alimentar de D. citri sugerem
gue a probabilidade de o inseto ficar as 96 h de aquisicdo apenas em vasos livres da
bactéria é bastante baixa.
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Tabela 6 — Dados individualizados de aquisicao de “Ca. Liberibacter americanus” (LAM) e “Ca. L.
asiaticus” (LAS) por ninfas de Diaphorina citri de forma isolada (somente em planta-fonte
LAS) ou sequencial (em planta-fonte de LAS seguida de LAM) (Repeticdo I)

, -PCR 2 LAM -PCR 2 LAS
Dias®  Plantas-fonte %% N°Am ® Ctmédio + EP s N°Am® Ctmédio + EP
. LAS NA NA NA 0/10 - -
LAS — LAM 0/10 . . 0/10 i .
LAS NA NA NA 2110 423 3503+0,1
16 424 3523+0,09
LAS — LAM 1/10 461  3572+003  0/10
LAS NA NA NA 110 477  33,08+0,26
L, LAS—LAM 3/10 516  30,48+039  0/10 - -
517  32,70+1,29
519  34,15+0,95
LAS NA NA NA 2/10 540  3532+0,15
544 30,50+ 0,14
32 LAS —LAM 3/10 576  27,96+039 2/10 578  3507+0,20
577  2591+0,09 580 32,29 + 0,49
583  26,06+0,16
LAS NA NA NA 7110 596 29,43+ 0,09

598 29,28 +0,01
599 29,52+ 0,02
600 30,74 £ 0,17
601 29,72 +0,31
40 602 25,92 + 0,07
605 26,73+£0,14
LAS — LAM 4/10 619 23,86 + 0,10 0/10
621 32,86 + 0,05

622 29,63+0,14
624 26,56 + 0,00

! Dias ap6s o inicio do periodo de acesso & aquisicdo (PAA) de 96 h na 12. planta-fonte. Tratamentos com aquisicio seqiiencial
passaram por um PAA de 96 h em cada planta-fonte, totalizando 192 h.
% Proporc&o entre o nimero de insetos positivos pelo Q-PCR (Ct < 36) e o niimero total de insetos avaliados, sendo os valores
de Ct (threshold cycle) inversamente proporcionais a concentragao bacteriana no inseto.
% Numero individual das amostras de psilideos para mostrar que ndo houve inseto que adquiriu ambas as bactérias no
tratamento de aquisi¢do sequencial (LAS — LAM).

J& nos tratamentos de aquisi¢cdo por adultos da RI, observaram-se insetos LAM-
positivos aos 16 e 24 dias ap0s o PAA para o tratamento de aquisicdo apenas em
planta-fonte de “LAM”, com baixo titulo bacteriano (préximo do limite Ct<36) (Tabela 7).
No entanto, aos 32 dias, ndo houve insetos infectivos para este tratamento, mas sim

para o tratamento de aquisi¢ao sequencial “LAM/LAS”, 2 insetos entre 10 testados, que
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apresentaram titulo bacteriano mais alto (Ct = 29,35 e 29,34), caracterizando uma

infeccdo com a primeira bactéria com a qual o inseto teve contato (Tabela 7).

Tabela 7 — Dados individualizados da aquisicdo de “Ca. Liberibacter americanus” (LAM) e “Ca. L.
asiaticus” (LAS), por adultos de Diaphorina citri, de forma isolada (somente em planta-
fonte de LAS ou de LAM) ou sequencial (planta-fonte de LAS seguida de LAM ou
planta-fonte de LAM seguida de LAS) (Repeticéo I)

. PCR 2 LAM PCR?
Dias*  Plantas-fonte % T N°Am® Ct médio  EP o N° Am 2 g?rsnédio + EP
LAS NA NA NA 0/10 - -
LAM 0/10 ; ; NA NA NA
8 LaMolAs o0 ; ; 0/10 ; .
LAS > LAM  0/10 ; ; 0/10 ; .
LAS NA NA NA 0/10 - -
6 LAV 110 429  3557+1,03 NA NA NA
LAM —LAS  0/10 ; ; 0/10 - -
LAS > LAM  0/10 ; ; 0/10 ; .
LAS NA NA NA 1/10 469 34,42 + 0,07
Ly LAM 110 492  3517+0,17 NA NA NA
LAM —LAS  0/10 - - 0/10 ; ;
LAS > LAM  0/10 ; ; 0/10 ; ;
LAS NA NA NA 0/10 - -
LAM 0/10 ; ; NA NA NA

32 LAM — LAS 2/10 556 29,35+ 0,05 0/10 - -
558 29,34 + 0,08

LAS —» LAM 0/10 - - 0/10 - -
LAS NA NA NA 1/10 592 32,14+0,10
LAS— LAM 0/10 - - 0/10 - -

! Dias ap6s o inicio do periodo de acesso a aquisicdo (PAA) de 96 h na 12. planta-fonte. Tratamentos
com aquisicdo sequencial passaram por um PAA de 96 h em cada planta-fonte, totalizando 192 h.

2 Proporgéo entre o nimero de insetos positivos pelo Q-PCR (Ct < 36) e o nimero total de insetos
avaliados, sendo os valores de Ct (threshold cycle) inversamente proporcionais a concentracao
bacteriana no inseto.

® Ntmero individual das amostras de psilideos para mostrar que ndo houve inseto que adquiriu ambas
as bactérias no tratamento de aquisicao sequencial (LAS — LAM).

* NA: Nao se aplica.
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Tabela 8 - Dados individualizados de aquisi¢do de “Ca. Liberibacter americanus” (LAM) e “Ca. L.
asiaticus” (LAS) por ninfas de Diaphorina citri de forma isolada (somente em planta-fonte de

LAS) ou sequencial (em planta-fonte de LAS seguida de LAM) (Repeticéo II)

9 Q-PCR 2 LAM Q-PCR? LAS
Dias™  Tratamentos LM NeAm® CtmédioxEP WAV N°Am®  Ctmédio + EP
LAS NA NA NA 0/5 - -
8 LAM 0/10 - - NA NA NA
LAM — LAS 0/5 - - 0/5 - -
LAS NA NA NA 1/5 804 33,81+ 0,51
LAM 017 - - NA NA NA
16  LAM — LAS 0/5 - - 3/5 834 34,79 + 0,22
836 33,58 + 0,11
838 29,16 + 0,07
LAS NA NA NA 1/5 862 33,28 £+ 0,7
LAM 017 - - NA NA NA
oy LAM—LAS 0/6 - - 4/6 892 31,61 + 0,06
894 34,58 + 0,03
895 35,18 + 0,31
896 33,2 + 0,004
LAS NA NA NA 3/5 918 30,92 + 1,36
920 31,21+ 1,67
32 921 3441+28
LAM 0/8 - - NA NA NA
LAM — LAS 0/5 - - 0/5 - -
LAS NA NA NA 4/10 979 31,99 + 0,64
980 34,67 + 0,45
981 34,09 + 1,88
985 28,26 + 0,97
LAM 0/10 - - NA NA NA
LAM — LAS 1/10 1019 33,40 + 0,03 8/10 1016 31,55 + 0,08
40 1017 25,42 + 0,16
1018 31,30 + 0,05
1020 33,52 + 0,02
1021 30,84 + 0,01
1022 33,35+ 0,06
1023 27,41+ 1,13
1025 29,37 + 0,06

" Dias ap6s o inicio do periodo de acesso & aquisicdo (PAA) de 96 h na 12. planta-fonte. Tratamentos com
aquisicao sequencial passaram por um PAA de 96 h em cada planta-fonte, totalizando 192 h.

2 Proporcao entre o nimero de insetos positivos pelo Q-PCR (Ct < 36) e o numero total de insetos
avaliados, sendo os valores de Ct (threshold cycle) inversamente proporcionais a concentragao
bacteriana no inseto.
® Ntmero individual das amostras de psilideos para mostrar que ndo houve inseto que adquiriu ambas as

bactérias no tratamento de aquisi¢cdo sequencial (LAS — LAM).

* NA: N&o se aplica.
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Tabela 9 - Dados individualizados da aquisicdo de “Ca. Liberibacter americanus” (LAM) e “Ca. L.
asiaticus” (LAS), por adultos de Diaphorina citri, de forma isolada (somente em planta-fonte
de LAS ou de LAM) ou sequencial (planta-fonte de LAS seguida de LAM ou planta-fonte de
LAM seguida de LAS) (Repeticao Il)

Dias’ Tratamentos & o i s HAM . QPSR 2 s HAS .
N° Am Ct médio + EP N° Am Ct médio + EP
LAS NA NA NA 0/7 - -
8 LAM 0/10 - - NA NA NA
LAM — LAS 0/10 - - 0/10 - -
LAS - LAM 0/10 - - 0/10 - -
LAS NA NA NA 0/10 - -
16 LAM 0/10 - - NA NA NA
LAM — LAS 0/10 - - 1/10 826 35,67 +£0,1
LAS - LAM 0/10 - - 0/10 - -
LAS NA NA NA 2/10 849 33,12 £ 0,02
858 34,88 £ 0,526
24 LAM 0/10 - - NA NA NA
LAM — LAS 0/10 - - 2/10 882 34,56 £ 0,28
890 35,06 £ 0,48
LAS —» LAM 0/10 - - 0/10
LAS NA NA NA 0/11 - -
32 LAM 0/10 - - NA NA NA
LAM — LAS 0/10 - - 0/10 - -
LAS —» LAM 0/10 0/10 - -
LAS NA NA NA 0/10 - -
40 LAM 0/10 - - NA NA NA
LAM — LAS 1/10 1008 30,73 £ 0,09 1/10 1006 32,4+0,44
LAS —» LAM 0/9 - - 1/9 1028 31,67 £0,03

! Dias ap6s o inicio do periodo de acesso a aquisicdo (PAA) de 96 h na 12. planta-fonte. Tratamentos
com aquisicao sequiencial passaram por um PAA de 96 h em cada planta-fonte, totalizando 192 h.
2 Proporgé&o entre o numero de insetos positivos pelo Q-PCR (Ct < 36) e o numero total de insetos
avaliados, sendo os valores de Ct (threshold cycle) inversamente proporcionais a concentragcao
bacteriana no inseto.
® Numero individual das amostras de psilideos para mostrar que ndo houve inseto que adquiriu
ambas as bactérias no tratamento de aquisicao sequencial (LAS — LAM).
* NA: Nao se aplica.
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O numero total de insetos LAS-positivos nos testes de aquisicdo por ninfas e
adultos na foi pouco maior do que os LAM-positivos (16 e 15, respectivamente) nesta 12
repeticdo do experimento (Tabelas 6 e 7). A grande maioria dos individuos LAS-
positivos foram do tratamento de aquisicio isolada “LAS” por ninfas, aos 16, 24, 32 e 40
dias apds PAA (Tabela 6). Apenas dois individuos mostraram-se infectivos com LAM no
tratamento “LAS/LAM”, aos 32 dias apds o PAA por ninfas, indicando que houve
colonizagdo da primeira bactéria com a qual os insetos entraram em contato. A maior
proporcdo de insetos LAS-positvos (70%) foi aos 40 dias apds aquisicdo por ninfas,
apresentando valores de Ct entre 25,92 e 30,74 (Tabela 6).

Na 2°. repeticdo do experimento (RIl) a proporcédo de insetos LAM-positivos foi
extremamente baixa (Tabelas 8 e 9), provavelmente indicando algum problema com
aquisicdo na planta-fonte LAM utilizada, apesar de a mesma ter sido diagnosticada
como LAM-positiva por Q-PCR (Ct HLB 16S= 27,75 / Ct 18S = 17,22). Apenas um
adulto e uma ninfa, ambos aos 40 dias do tratamento “LAM/LAS”, foram LAM-positivos
por Q-PCR, sendo que o adulto apresentou uma concentracao bacteriana ligeiramente
mais alta (Ct= 30,73) do que a ninfa (Ct = 33,4) (Tabelas 8 e 9). Como comentado
anteriormente (ver item 2.3.2), observou-se, durante toda a realizacdo deste trabalho,
alta mortalidade de insetos que se alimentaram em planta-fonte de LAM, algo que
possivelmente ocorre devido a interagao bactéria “Ca. L. americanus” X planta e,
consequentemente planta X inseto. Entretanto, ainda h& poucos estudos sobre essas
interacbes (principalmente primeira) na literatura, sendo este um assunto que,
definitivamente, precisa de estudos detalhados para ajudar a elucidar as interacdes
entre 0 inseto vetor e sua planta hospedeira, e como esta interacdo influencia no
processo de transmissdo do fitopatdgeno. Kim e colaboradores (2009) apresentaram
informacodes relacionadas a interacdo de “Ca. L. asiaticus” com a planta citrica, mas nao
com o inseto.

Em RII, a maioria dos individuos LAS-positivos por Q-PCR foram observados
apos aquisicao por ninfas, , sendo a maior proporgdo encontrada para o tratamento de
aquisicao sequencial “LAM/LAS” (Tabela 8), aos 16, 24 e 40 dias apos PAA.
Identificaram-se alguns insetos LAS-positivos para o tratamento “LAS” aos 16, 24 e 40

dias apés o PAA por ninfas, porém em menor numero. Na aquisicdo por ninfas,
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observou-se a maior proporcao de insetos LAS-positivos aos 40 dias apos PAA, para o
tratamento “LAM/LAS”, onde 8, de 10 insetos testados, apresentaram Ct variavel entre
25,42 e 33,52.

De forma geral, observou-se que ninfas adquiriram as bactérias LAM ou LAS
com maior eficiéncia que os adultos, concordando com outros trabalhos na literatura
(INOUE et al., 2009; VICHIN-NETO et al., 2008). Ndo se observou, em nenhuma das
duas repeticles realizadas para este experimento, a aquisi¢cdo sequencial das bactérias
LAM e LAS por um mesmo individuo, ou vice-versa, tanto para aquisicdo por ninfas
como por adultos de D. citri. Houve casos da bactéria adquirida pelo inseto ser a

segunda com a qual o inseto foi colocado em contato via planta-fonte.
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3 CONCLUSOES

v" Ninfas de Diaphorina citri adquirem as bactérias “Candidatus Liberibacter asiaticus”

e “Ca. L. americanus” com maior eficiéncia que os adultos.

v' A concentragdo de “Ca. L. asiaticus” atinge niveis mais elevados em D. citri quando

a aquisicdo ocorre no quarto ou quinto instar da fase ninfal.

v" A concentragdo bacteriana de “Ca. L. asiaticus” em D. citri aumenta com o tempo

apos o inicio do periodo de acesso a aquisicdo na fase ninfal.

v' Quando a aquisicdo ocorre na fase adulta, ha uma tendéncia de estabilidade ou
reducado da concentracdo de “Ca. L. asiaticus” no inseto apés 2 a 3 semanas do

inicio do periodo de acesso a aquisicao.

v D. citri ndo adquire “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus” concomitantemente.
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ANEXO A - Dados referentes ao experimento: ‘Aquisicdo de “Candidatus Liberibacter
asiaticus” e “Ca. L. americanus” por Diaphorina citri em diferentes
estagios de desenvolvimento do inseto’.

Para cada inseto, a reacao de Q-PCR foi realizada em duplicata, sendo cada um
desses valores apresentados (Ct 1 e Ct 2) juntamente com o desvio padréo individual

de cada amostra.

Tabela 10 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos insetos positivos oriundos do
experimento de “Aquisicdo de “Ca. Liberibacter americanus” (LAM) por Diaphorina citri em
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto — Bloco C”, correspondente aos resultados
apresentados no item 2.3.2 deste trabalho

Bloco C - LAM NC insetos Analise individual dos insetos por Q-PCR para a
positivos/ presenca da bactéria LAM Taxa de
Estagio de N’ insetos - infectividade
Desenvolvimento testados N° am. Ct1 Ct2  Ctmédio DSVIO
Padrao
10 inStar X X X X X X X

2° instar 3/4 291 27,5865 27,8755 27,731 0,204
293 31,0124 31,3836 31,198 0,262 75%

294 25,7468 25,3239 25,5353 0,299
3° instar 212 295 29,1534 29,0921 29,1227 0,0433 100%

296 29,4862 29,9519 29,719 0,329

4° instar 4/4 297 26,3866 26,249 26,3178 0,0973
298 28,1107 28,0586 28,0846 0,0369 100%

299 27,4046 27,7618 27,5832 0,253

300 27,3351 27,5155 27,4253 0,128

5° instar 3/4 301 26,3231 26,1036 26,2133 0,155
302 28,6053 28,3696 28,4874 0,167 75%

304 30,2996 29,1226 29,7111 0,832

Adultos 3/10 305 31,4387 31,0039 31,2213 0,307
310 28,9794 32,7611 30,8702 2,67 30%

315 26,2577 25,5868 25,9222 0,474

Controle Neg. 0/10

... Valor numérico néo se aplica. Nao houve amostras positivas para este tratamento.
* Tratamento perdido por morte dos insetos.
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Tabela 11 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos insetos positivos oriundos do
experimento de “Aquisicdo de “Ca. Liberibacter asiaticus” (LAS) por Diaphorina citri em
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto — Bloco E”, correspondente ao item 2.3.2
deste trabalho

Bloco E - LAS

N° insetos Andlise individual dos insetos por gPCR para a
positivos/ presenca da bactéria LAS Taxa de
Estagio de N° insetos infectividade
Desenvolvimento  testados o 5. ct1 Ct2 Ct médio Desvio
Padréo
1° instar 4/4 131 31,4499 31,3707 31,4103 0,056
132 31,8518 31,923 31,8874 0,0503 100%
133 32,7393 32,5434 32,6413 0,139
134 33,1702 33,3703 33,2702 0,141
2° instar 3/7 135 33,8017 34,0489 33,9253 0,175
137 33,0392 32,9573 32,9982  0,0579 42%
138 29,0238 28,9957 29,0097 0,0199
3% instar a/7 144 31,6335 31,6337 31,6336 0,00014
145 36,1862 35,2466 35,7164 0,664
57%

146 34,5497 34,7573 34,6535 0,147
148 35,1423 34,7908 34,9665 0,249
4° instar 7/10 149 25,1194 26,0015 25,5604 0,624
151 36,4239 35,518 35,9709 0,641
152 32,5686 33,5066 33,0376 0,663
153 30,8443 31,1991 31,0217 0,251 70%
154 34,1257 35,0159 34,5708 0,629
155 33,1622 32,3907 32,7764 0,546

158 undt. 33,0943 33,0943
5° instar 3/6 159 30,8916 30,8933 30,8924 0,0012
160 32,5914 33,0067 32,7991 0,294 50%
162 32,0073 31,5568 31,7821 0,319
Adultos 0/4
Controle Neg. 0/10

... Valor numérico néo se aplica. Ndo houve amostras positivas para este tratamento.
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Tabela 12 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos insetos positivos oriundos
do experimento de “Aquisi¢gdo de “Ca. Liberibacter asiaticus” (LAS) por Diaphorina citri em
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto — Bloco G”, correspondente ao item 2.3.2
deste trabalho

(Continua)
Bloco G-LAS  N°insetos Andlise individual dos insetos por Q-PCR para a
. positivos/N° presenca da bactéria LAS Taxa de
Estagio de insetos " Desvio infectividade
Desenvolvimento testados N°®am Ctl Ct2 Ct médio Padrio
1° instar 5/5 173 30,3 30,7203 30,5101 0,297
174 32,3281 32,5308 32,4294 0,143
175 30,7134 30,2845 30,4989 0,303 100%
176 27,5937 27,5461 27,5699 0,034
177 27,6289 27,7738 27,7013 0,102
2° instar 5/5 178 34,4216 34,0175 34,2195 0,286
179 29,3892 28,8091 29,0991 0,410
180 33,3142 33,6273 33,4707 0,221 100%

181 33,6293 32,6276 33,1284 0,708
182 32,8772 31,2507 32,0639 1,150
3° instar 718 183 26,1845 26,1356 26,16 0,035
184 29,0997 30,2209 29,6603 0,793
185 32,7161 32,0765 32,3963 0,452
186 29,1653 30,353 29,7591 0,840 87,50%
187 279175 28,4573 28,1874 0,382
189 26,3908 26,7425 26,5666 0,249
190 28,6651 28,8498 28,7574 0,131
4° instar 8/8 191 25,2614 25,0813 25,1713 0,127
192 26,8307 26,7264 26,7785 0,074
193 24,5308 24,6468 24,5888 0,082
194 26,5185 26,4666 26,4925 0,037

100%
195 27,4995 27,6508 27,5751 0,107
196 29,8333 29,2838 29,5585 0,389
197 35,8997 35,9339 35,9168 0,024
198 29,3224 29,4751 29,3987 0,108
5° instar 8/10 199 27,2118 26,9116 27,0617 0,212
200 29,5118 30,3219 29,9168 0,573
201 33,7412 33,5881 33,6646 0,108
202 33,034 33,0436 33,0388 0,007
80%

205 29,4011 29,2483 29,3247 0,108
206 34,6148 34,431 34,5229 0,130
207 27,915 27,4937 27,7043 0,298
208 26,5245 26,2933 26,4089 0,163
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Tabela 13 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos insetos positivos oriundos
do experimento de “Aquisi¢gdo de “Ca. Liberibacter asiaticus” (LAS) por Diaphorina citri em
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto — Bloco G”, correspondente ao item 2.3.2

deste trabalho
(Concluséao)

BlocoG-LAS  \oiicetos  Andlise individual dos insetos por Q-PCR para a
o positivos/N° presenca da bactéria LAS Taxa de
Estagio de insetos o Desvio Infectividade

Desenvolvimento  tagtados ~ N°am Ct1 Ct2  Ctmédio S

Adultos 6/7 210 35,3371 36,1129 35,725 0,549
211 31,705 30,9194 31,3122 0,556
212 30,8242 31,241 31,0326 0,295 71%
213 31,377 28,2893 29,8331 2,183
214 35,4125 36,0157 35,7141 0,427
215 35,3263 35,574 35,45015 0,175

Controle Neg. 0/5

... Valor numérico néo se aplica. Nao houve amostras positivas para este tratamento.

Tabela 14 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos insetos positivos oriundos
do experimento de “Aquisi¢cao de “Ca. Liberibacter asiaticus” (LAS) por Diaphorina citri em
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto — Bloco H”, correspondente ao item
2.3.2 deste trabalho

(Continua)
Bloco H - LAS N° insetos Anélise individual dos insetos por Q-PCR para a
o positivos/ presenca da bactéria LAS Taxa de
Desisrfsgll\?ir?gnto “{e;?jjé? N°am  Ct1l Ct2  Ctmédio DeSViO nectividade
Padrao
1° instar 4110 lo4 345167 34,7943 34,6555 0,196
1lo5 35,8575 35,9105 35,884 0,037 40%
108 32,6047 32,6235 32,6141 0,013
1010 34,8235 34,8875 34,8555 0,045
2° instar 1/3 201 34,884 34,9085 34,8962 0,017 33,3%
3° instar 3/6 301 31,4401 31,7336 31,5868 0,207
303 24,4098 24,1709 24,2903 0,169 50%
305 31,1722 30,8031 30,9876 0,261
4° instar 717 401 27,9424 28,0168 27,9796 0,053

40 2 27,2753 27,075 27,1751 0,142
40 3 26,1191 26,3346 26,2268 0,152
40 4 29,7815 29,6233 29,7024 0,112 100%
40 5 29,8938 29,2997 29,5967 0,42
40 6 25,348 25,4152 25,3816 0,047
407 29,3153 29,4029 29,3591 0,062
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Tabela 15 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos insetos positivos oriundos
do experimento de “Aquisicao de “Ca. Liberibacter asiaticus” (LAS) por Diaphorina citri em
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto — Bloco H”, correspondente ao item 2.3.2

deste trabalho

(Concluséo)

Bloco H-LAS  NCinsetos Anélise individual dos insetos por Q-PCR para a
o positivos/ presenca da bactéria LAS Taxa de
Desisr:\?gll\?in(:into N° insetos - " desvio  infectividade
testados am. Ct1 Ct2 Ct médio padréo

5° instar 6/10 502 33,9577 32,8633 33,4105 0,774
503 30,9812 30,4805 30,7308 0,354
505 30,0977 30,5928 30,3452 0,35 60%
506 31,9284 31,826 31,8772 0,072
508 29,3853 29,43 29,4076 0,032
509 31,036 31,9033 31,4696 0,613

Adultos 3/10 Ad5 36,1487 35,3648 35,7567 0,554
Ad 6 25,9604 28,3166 27,1385 1,67 30%
Ad 9 35,9265 35,8802 35,9033 0,033

Controle Neg. 0/9

... Valor numérico néo se aplica. Nao houve amostras positivas para este tratamento.
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ANEXO B - Dados referentes ao experimento: ‘Avaliagdo do crescimento da populagao
bacteriana de “Candidatus Liberibacter asiaticus” no inseto vetor'.

Para cada inseto, a reacao de Q-PCR foi realizada em duplicata, sendo cada um
desses valores apresentados (Ct 1 e Ct 2) juntamente com o desvio padrédo para cada

amostra.

Tabela 16 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos insetos adultos
positivos oriundos do experimento de ‘Avaliagdo do crescimento da populagado
bacteriana de “Candidatus Liberibacter asiaticus” no inseto vetor’, correspondente ao
item 2.3.3 deste trabalho. (Valores utilizados para analise de regressao linear)

Insetos do Grupo Reserva - Adultos N° insetos
positivos/ N° Taxa de
DlasAaApos N° am. Ct1 Ct 2 Ct médio E:;;lalg tlensigtdO;s infectividade
7 LATAS 6 33,8591 34,2715 34,0653 0,292
LATAS 7 33,0813 33,538 33,3096 0,323
Ad 7A 28,5817 28,5849 28,5833 0,002 5/10 50%

Ad 7B 28,5457 28,182 28,3638 0,257
Ad 7C 28,1599 28,1929 28,1764 0,023

14 Ad 14A 28,6526 28,306 28,4793 0,245
Ad 14B 28,3558 28,2686 28,3122 0,062 3/10 30%
Ad 14C 27,946 27,6393 27,7926 0,217
21 LATAS 22 35,7895 35,8291 35,8093 0,028
LATAS 26 31,604 31,3129 31,4584 0,206
Ad 21A 27,7568 27,725 27,7409 0,022 5/10 50%

Ad 21B 27,8481 30,5234 29,1857 1,89

Ad 21C 26,9663 26,5083 26,7373 0,324

28 LATAS 27 35,6873 36,1702 35,9287 0,341
LATAS 31 32,7546 32,5153 32,6349 0,169

LATAS 33 33,5392 33,6495 33,5943 0,078

Ad 28 B 35,6592 35,8795 35,7693 0,156

4/10 40%
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Tabela 17 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), das ninfas positivas oriundas

do experimento de ‘Avaliacdo do crescimento da populacédo bacteriana de “Candidatus
Liberibacter asiaticus” no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.3 deste trabalho.
(Valores utilizados para analise de regressao)

Insetos do Grupo Reserva - Ninfas N° insetos
. o Taxa de
Dias ap0s - Desvio positivos/ N infectividade
PAA N° am. Ct1l Ct2 Ctmedio o .- insetos testados
7 dias LATAS 2 33,0823 33,2811 33,1817 0,141
N 7B 35,7079 30,2817 32,9948 3,836 3/5 60%
N 7C 30,347 31,0687 30,7078 0,51
14 dias LATAS 10 30,1461 29,8406 29,9933 0,216
LATAS 11 35,319 34,6226 34,9708 0,492
N 14A 32,5782 30,4741 31,5261 1,488 5/5 100%
N 14B 29,4739 29,4651 29,4695 0,006
N 14C 27,2691 27,1722 27,2206 0,68
21 dias N 21A 28,7991 28,3398 28,5694 0,324

N 21B 28,5055 28,7113 28,6084 0,145 3/4 75%
N 21C 25,5768 25,594 25,5854 0,012
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ANEXO C - Dados referentes ao experimento 'avaliacdo do crescimento da populagao
bacteriana de ambas as bactérias, “Ca. Liberibacter asiaticus” e “Ca. L.
americanus”, no inseto vetor’

Para cada inseto, a reacao de Q-PCR foi realizada em duplicata, sendo cada um

desses valores apresentados (Ct 1 e Ct 2) juntamente com o desvio padrédo para cada

amostra.

Tabela 18 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), das ninfas positivas oriundas do
experimento de ‘avaliagdo do crescimento da populagao bacteriana de “Ca. Liberibacter
americanus”, no inseto vetor, correspondente ao item 2.3.4 deste trabalho. (Valores
utilizados para analise de comparacdo de médias) (ndo houve adultos positivos para este

teste)
N° Am. Eae;;’alz Ct1 Ct2  Ctmédio D'a: ::05
140 0402 33,1656 33,7343 33,44995 15
141 00755 32,619 32,5122 32,5656 15
145 0423 36,0026 35,4039 35,70325 15
178 0.0299 24,7588 24,8011 24,77995 20
181 0.19 34,7348 35,0037 34,86925 20
183 0.536 33,9294 34,6881 34,30875 20
215 0.194 32,7625 33,0369 32,8997 25
216 095 31,2791 29,9362 30,60765 25
217 0.0184 282627 28,2887 28,2757 25
218 0.119 33,5439 33,3757 33,4598 25
219 00175 32,2402 32,2154 32,2278 25
221 0.118 29,2616 29,0944 29,178 25
252 0.0701 30,1468 30,0477 30,09725 30
253 0.0993 29,0002 29,1406 29,0704 30
256 0358 34,4373 34,9439 34,6906 30
259 0.151 33,9549 33,7419 33,8484 30
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Tabela 19 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), das ninfas positivas oriundas do
experimento de ‘avaliagdo do crescimento da populagdo bacteriana de “Ca. Liberibacter
asiaticus”, no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.4 deste trabalho. (Valores utilizados
para analise de comparacédo de médias)

N° Am. Eae;;’a'z ct1 Ct2  Ctmédio D'a: ::OS
158 1.2 34,7165 33,0133 33,8649 20
161 0.515 35,4693 36,1970 3583315 20
198 0.979 31,7661 33,1508 32,45845 25
199 0.163 342092 34,4398 34,3245 25
241 0.468 31,5569 32,2184  31,88765 30
242 0.241 23,7985 23,4582 23,6835 30

Tabela 20 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos adultos positivos oriundos
do experimento de ‘avaliagdo do crescimento da populagéo bacteriana de “Ca. Liberibacter
asiaticus”, no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.4 deste trabalho. (Valores utilizados
para analise de comparacdo de médias)

. Desvio - Dias ap6s
N° Am. Padrio Ct1 Ct2 Ct médio PAA

51 0.947 34,1074 35,4462 34,7768 10

171 0.39 30,0086 29,4575 29,73305 20

251 0.896 32,5563 31,2889 31,9226 30




ANEXO D - Dados referentes ao experimento 'Comparag¢ao da multiplicagéo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus”
no vetor’. Para cada inseto, a reacdo de Q-PCR foi realizada em duplicata, sendo cada um desses valores
apresentados (Ct 1 e Ct 2) juntamente com o desvio padrao para cada amostra

Tabela 21 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos ninfas positivas (Repeticdo I) do experimento de comparacédo da
multiplicacdo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus” no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.5 deste trabalho. (Continua)

Dias apos Plantas gPCR LAM gPCR LAS
PAA fonte LAM N° Am Ct1 Ct2 Ct médio erro LAS N°Am Ct1 Ct2 Ctmédio erro
g LAS — 0/10
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 2/10 423 34,9608 35,0949 350278 0,095
16 424 35173 352954 35,2342 0,086
LAS/LAM 1/10 461 35,7372 35,697 35,7171 0,0284| 0/10
LAS — 1/10 477 32,8993 33,2607 33,08 0,256
94 LAS/LAM 3/10 516 30,2054 30,7535 30,4794 0,388 0/10
517 33,6183 31,7901 32,7042 1,29
519 33,4807 34,8246 34,1526 0,95
LAS — 2/10 540 35,4236 35,2142 35,3189 0,148
544 30,4975 30,689 30,5932 0,135
32 LAS/LAM 3/10 576 28,2331 27,6787 27,9559 0,392| 2/10 578 35,1791 34,8939 35,0365 0,202
577 25,8497 259743 25912  0,0881 580 32,176 32,3976 32,2868 0,486
583 25,9536 26,1732 26,0634 0,155
LAS — 7/10 596 29,4906 29,3638 29,4272 0,089
508 29,2902 29,275 29,2826 0,011
599 29,5296 29,5073 29,5184 0,016
40 600 30,8658 30,6191 30,7424 0,174
601 29,4996 29,9429 29,7212 0,313
602 25,8685 25964 259162 0,067
605 26,8298 26,6322 26,731 0,14

6.



Tabela 21 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), das ninfas positivas (Repeticdo |I) do experimento de comparacéo da

multiplicagdo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus”

(Concluséo)

no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.5 deste trabalho.

5;22 Plantas-  9PCR LAM | gPCR LAS |
PAA fonte LAM N° Am. Ctl Ct2 Ctmédio erro LAS N° Am. Ctl Ct2 Ctmédio erro
LAS/LAM 4/10 619 23,9274 23,7856 23,8565 0,1 0/10
621 32,8952 32,8187 32,8569 0,054
40 622 29,5365 29,7268 29,6316 0,135
624 26,5627 26,5667 26,5647 0,003

08



Tabela 22 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos adultos positivos (Repeticdo 1) do experimento de comparacédo da

multiplicagdo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus”

(Continua)
Dias  pjantas GPCR LAM qPCR LAS
%%AS fonte LAM N° Am. Ct1l Ct2 Ctmédio erro LAS N°Am. Ct1l Ct2 Ctmédio erro
LAS — 0/10
g LAM 0/10 —
LAM/LAS 0/10 0/10
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 0/10
LAM 1/10 429 36,2978 34,8463 35572 1,03 —
16 LAM/LAS 0/10 0/10
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 1/10 469 34,366 34,4648 34,4156 0,069
04 LAM 1/10 492 35,0502 35,2864 35,1683 0,167 —
LAM/LAS 0/10 0/10
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 0/10
LAM 0/10 —
32 LAM/LAS 2/10 556 29,3836 29,3142 29,3489 0,045 0/10
558 29,2769 29,3963 29,3366 0,084
LAS/LAM 0/10 0/10
40 LAS — 1/10 592 32,069 32,2139 32,1413 0,103
LAS/LAM 0/10 0/10

no inseto vetor, correspondente ao item 2.3.5 deste trabalho

18



Tabela 23 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), das ninfas positivas (Repeticao IlI) do experimento de comparacédo da
multiplicagdo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus” no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.5 deste trabalho

(Continua)
Dias ap6s  Plantas qPCR LAM gPCR LAS

PAA Fonte LAM N°Am. Ct1l Ct2 Ctmédio erro LAS N°Am. Ct1l Ct2 Ctmédio erro
LAS — 0/5
8 LAM 0/10 —
LAM/LAS 0/5 0/5

LAS — 1/5 804 34,1709 33,4469 33,8089 0,512
LAM 0/7 —

16 LAM/LAS 015 3/5 834 34,9472 34,6348 34,791 0,221

836 33,4956 33,6581 33,5768 0,115

838 292119 29,108 29,1599 0,073

LAS — 1/5 862 33,7776 32,7847 33,2811 0,702
LAM o7 —

24 LAM/LAS 0/6 4/6 892 315736 31,6561 31,6148 0,058

894 34,5996 34,5596 34,5796 0,028

895 34,9632 354055 35,1843 0,313

896 332011 33,1951 33,1981 0,004

LAS — 3/5 918 29,9591 31,8767 30,9179 1,36

920 32,3926 30,032 31,2123 1,67

32 921 32,4266 36,3924 34,4095 2,8
LAM 0/8 —
LAM/LAS 0/5 0/5

LAS — 4/10 979 31,5366 32,4446 31,9906 0,642

40 980 34,9904 34,359 34,6747 0,447

981 32,7606 35,4253 34,0929 1,88

985 27,5769 28,9467 28,2618 0,969

8



Tabela 23 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), das ninfas positivas (Repeticéo Il) do experimento de comparacéo

da multiplicacdo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus” no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.5 deste trabalho
(Concluséo)

Erigz Plantas dPCR LAM | gPCR LAS |
PAA Fonte LAM N° Am. Ctl Ct2 Ct médio erro LAS N° Am. Ctl Ct2 Ct médio erro
LAM 0/10 —
LAM/LAS  1/10 1019 33,3808 33,4311 33,4059 0,035 8/10 1016 31,6095 31,4965 31,553 0,08
1017 25,3088 25,5392 25,424 0,163
1018 31,2688 31,3369 31,3028 0,0482
40 1020 33,5351 33,5059 33,5205 0,0207
1021 30,8466 30,828 30,8373 0,0132
1022 33,3874 33,3047 33,346 0,0584
1023 28,2149 26,6159 27,4154 1,13
1025 293222 29,4111 29,3666 0,0628

€8



Tabela 24 — Valores de Ct (cycle threshold) do teste de Q-PCR (Ct<36), dos adultos positivos (Repeticdo Il) do experimento de comparacéo
da multiplicacdo de “Ca. L. asiaticus” e “Ca. L. americanus” no inseto vetor’, correspondente ao item 2.3.5 deste trabalho

78

Dias apés  Plantas U PCR LAM qPCR _ LAS
PAA fonte LAM N°Am. Ct1l Ct2 Ctmédio erro LAS ANm_ Cct1 Ct2 Ctmédio erro
LAS — 017
8 LAM 0/10 —
LAM/LAS 0/10 0/10
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 0/10
16 LAM 0/10 —
LAM/LAS  0/10 1/10 826 35,5983 35,7421 35,6702 0,102
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 2/10 849 33,1341 33,1032 33,1186 0,022
858 35,2494 34,5059 34,8776 0,526
24 LAM 0/10 —
LAM/LAS  0/10 2/10 882 34,7568 34,3669 34,5618 0,276
890 34,7197 35,3932 35,0564 0,476
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 0/11
32 LAM 0/10 —
LAM/LAS 0/10 0/10
LAS/LAM 0/10 0/10
LAS — 0/10
40 LAM 0/10 —
LAM/LAS  1/10 1008 30,667 30,797 30,7319 0,092 1/10 1006 32,7094 32,0862 32,3978 0,441
LAS/LAM 0/9 1/9 1028 31,6996 31,6514 31,6755 0,034




ANEXO E - Foto da planta infectada com “Candidatus Liberibacter americanus” por transmissao pelo psilideo Diaphorina
citri no 2° instar.

Figura 6 — Foto da planta infectada com “Candidatus Liberibacter americanus”, 11 meses
apos inoculagéo por Diaphorina citri
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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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