JOSIANE CECILIA DAROLT

TRANSCRICAO DE GENES DE ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ EM
Diaphorina citri E PREVALENCIA BACTERIANA EM D. Citri E EM
LARANJEIRA DOCE COM ‘Ca. L. asiaticus’ E ‘Ca. L. americanus’

Tese apresentada ao Instituto de Quimica
da Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtengéo do titulo

de Doutora em Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Nelson Arno Wulff

Araraquara

2021



FICHA CATALOGRAFICA

Darolt, Josiane Cecilia
D224t Transcricao de genes de 'Candidatus Liberibacter asiaticus'
em Diaphorina citri e prevaléncia bacteriana em D. citri e em
laranjeira doce com 'Ca. L. asiaticus' e 'Ca. L. americanus'/
Josiane Cecilia Darolt. — Araraquara - SP : [s.n.], 2021
144 f. : il

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto
de Quimica
Orientador: Nelson Arno Wulff

1. Transcriptoma. 2. Expressdo génica. 3. Laranja - Doencas e
pragas. 4. Infecgdes bacterianas gram-negativas. 5. Inseto como
transmissor de doencas. I. Titulo.

Bibliotecéria Responsavel: Ana Carolina Gongalves Bet - CRB8/8315




DocuSign Envelope ID: CCFA26E0-DCB9-46E4-B647-422ACF6572FD
Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA . Yt

unesp -
Caémpus de Araraquara @

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: " TRANSCRICAO DE GENES DE ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ EM Diaphorina citri E
PREVALENCIA BACTERIANA EM D. citri E EM LARANJEIRA DOCE com ‘Ca. L.

americanus’ e ‘Ca. L. asiaticus’ “

AUTORA: JOSIANE CECILIA DAROLT
ORIENTADOR: NELSON ARNO WULFF

Aprovada como parte das exigéncias para obtencéo do Titulo de Doutora em BIOTECNOLOGIA, pela
Comisséo Examinadora:

(—DocuSigned by:
Vi
[V fopns )

RtoigdaaraFNEdaﬁg)N ARNO WULFF (Participacao Virtual)
Depariamento de Pesquisa e Desenvolvimento / Fundo de Defesa da Citricultura - FUNDECITRUS - Araraquara

MK![( C%zl BEk

RrofaseRhgss MARIA CELIA B%RTOLINI (Participagao Virtual)
Pepariaghapio de Bioquimica e Quimica Organica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

TUL PACKELL £,

Rrof;krcdudde| A PACH ECO FILL (Participagao Virtual)
Departamanio de Quimica Organica / Instituto de Quimica - UNICAMP - Campinas

Fﬁ?ﬁg&wﬂﬂé LUIS C?.I\PSOLI (Participacao Virtual)

Departamanio de Entomologia e Acarologia / Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz - USP - Piracicaba

)Eéa&ggf{gp QO\DR%C{D%KIKQRRO (Participacao Virtual)

Departamento de Tecnhologia / Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinérias - UNESP - Jaboticabal

Araraquara, 12 de marco de 2021

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara -
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800060, Araraquara - Séo Paulo
http://www.ig.unesp.br/#!/pos-graduacao/biotecnologia/CNPJ: 48.031.918/0027-63.


http://www.iq.unesp.br/%23!/pos-graduacao/biotecnologia/CNPJ

DocuSign Envelope ID: CCFA26E0-DCB9-46E4-B647-422ACF6572FD
O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA N,

unesp

Caémpus de Araraquara

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara -
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800060, Araraquara - Séo Paulo
http://www.ig.unesp.br/#!/pos-graduacao/biotecnologia/CNPJ: 48.031.918/0027-63.


http://www.iq.unesp.br/%23!/pos-graduacao/biotecnologia/CNPJ

DADOS CURRICULARES

Nome: Josiane Cecilia Darolt

Nome em citagdes bibliograficas: DAROLT, J. C.; DAROLT, JC; Josiane C.
Darolt; JC Darolt

Endereco Profissional

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Instituto de Quimica
de Araraquara. Rua Prof. Francisco Degni, 55 — Quitandinha — Araraquara/SP,
CEP 14800-060

Fundo de Defesa da Citricultura — FUNDECITRUS. Av. Dr. Adhemar Pereira
de Barros, 201 — Araraquara/SP, CEP 14807-040

Formag&o Académica/ Titulagao

MESTRADO EM CIENCIAS
Universidade Federal de Santa Catarina

Programa de PGs-Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais (2016)

GRADUAC}AO EM AGRONOMIA
Universidade Federal de Santa Catarina (2014)

Publicacbes

DAROLT, JOSIANE CECILIA; FASSINI, CAMILA GIACOMO; WULFF, NELSON
ARNO; DI PIERO, ROBSON MARCELO. Gene expression of salicylic acid and
jasmonic acid pathways and photosynthesis parameters of sweet orange trees in
response to acibenzolar-S-methyl. Tropical Plant Pathology, v. Jun/20, p. 01-13,
2020.

DAROLT, JOSIANE CECILIA; ROCHA NETO, ARGUS CEZAR DA; DI PIERO,
ROBSON MARCELO. Effects of the protective, curative, and eradicative
applications of chitosan against Penicillium expansum in apples. Brazilian
Journal of Microbiology (Impresso), v. 126, p. 1-6, 2016.



Trabalhos recentes apresentados em congressos internacionais

F. M. M. BENTO; J. C. Darolt; B. MERLIN; WULFF, N. A.; F. L. CONSOLI.
Candidatus Liberibacter asiaticus gene expression in gut of nimphs and adults of
Diaphorina citri. In: Molecular Insect Science, 2019, Barcelona. Anais do Eighth
International Symposium on Molecular Insect Science, 2019.

Trabalhos recentes apresentados em congressos nacionais

DAROLT J.C.; BENTO F.M.M.; MERLIN B.; WULFF N.A.; F.L. CONSOLI.
Differential gene expression from Candidatus Liberibacter asiaticus during earlier
Diaphorina citri bacterium gut colonization. In: 51° Congresso Brasileiro de
Fitopatologia, Recife-PE. 2019.

DAROLT, J. C.; FASSINI, C. G.; WULFF, N. A.; PIERO, R. M. Gene expression
in sweet orange (Citrus sinensis) treated with Acibenzolar-S-Methyl and
inoculated with Candidatus Liberibacter asiaticus'. In: 50° Congresso Brasileiro
de Fitopatologia, 2017, Uberlandia-MG. Anais do 50° Congresso Brasileiro de
Fitopatologia, 2017.

Participacdo em eventos cientificos:

V Simpésio Mastercitrus. 2017. Araraquara-SP (Simpdésio).

50° Congresso Brasileiro de Fitopatologia- Uberlandia-MG. 2017.

2nd Sao Paulo XanthoMeeting. Sdo Paulo- SP. 2018. (Simpdsio).

7° ENCITROS- Encontro Técnico e Cientifico de Citros. Araraquara-SP. 2019.
51° Congresso Brasileiro de Fitopatologia- Recife-PE- 2019.

Formacao complementar:

Ferramentas Avancadas de Diagnose. (Carga horaria: 4h).
Universidade Federal de Uberlandia, UFU, Brasil.

Introducdo as técnicas de RNAI, CRISPR e analise de microRNAs. (Carga
horéria: 48h). Universidade de Séao Paulo, USP, Brasil.



Aspectos bioquimicos e moleculares da indugdo de resisténcia em plantas a
patdgenos. Promovido pela CBAB (80 horas). Atuagdo como docente no curso.
UFSC, Florianopolis-SC, Brasil. (Curso). 2017/2018.



DEDICATORIA

Aos meus amados pais Florindo e Rosenilde, e aos

meus irmaos

Dedico!



AGRADECIMENTOS

Ao CNPq e ao Fundecitrus pela concesséao das bolsas durante o andamento do

Doutorado.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo

auxilio financeiro (2015/07011-3).

A Universidade Estadual Paulista e ao Programa de Pés-Graduacdo em

Biotecnologia.

Aos meu orientador, o professor Nelson Arno Wulff, pela disponibilidade, pela

paciéncia e valiosos ensinamentos.

Ao Fundecitrus pela oportunidade de desenvolvimento deste trabalho. Também
a equipe do laboratério do Departamento de Diagnéstico de Doencas e
Biotecnologia, Laboratério de Ecologia Quimica e Comportamento de Insetos e
Equipe de doencas bacterianas, sem 0 apoio técnico e amizade de vocés néo

seria possivel a realizacéo desse trabalho.
A banca examinadora.
Ao meu parceiro e companheiro de vida Haroldo X. L. Volpe.

Agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para a realizagéo deste

trabalho, muito obrigada!



TRANSCRICAO DE GENES DE ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ EM
Diaphorina citri E PREVALENCIA BACTERIANA EM D. citri E EM
LARANJEIRA DOCE COM

‘Ca. L. asiaticus 'E ‘Ca. L. americanus’

RESUMO

A producgdo de laranja doce do Brasil se destaca no cenario mundial.
Dentre as diversas doencas que acometem a cultura, a de maior importancia é
o Huanglongbing (HLB), que tem como agentes causais bactérias gram-
negativas restritas aos vasos do floema do género Candidatus Liberibacter spp.;
O psilideo asiatico dos citros Diaphorina citri, vetor de Ca. Liberibacter asiaticus
(Las) e Ca. L americanus (Lam), esta disseminado no Brasil e exige esforcos
intensivos e conjuntos para o seu controle. A ndo existéncia de variedades
comerciais de citros resistentes ao HLB, nhem medidas curativas para o manejo
desta doenca impactam negativamente a producdo, resultando em perdas
econdmicas, bem como o0 aumento dos custos de producéo. O manejo do inseto
vetor e da fonte de in6culo é viavel, mas dependente de acdes internas e
externas a propriedade. Uma abordagem factivel para o controle da doenca € o
uso de biotecnologia para gerar plantas geneticamente modificadas com
resisténcia a D. citri e/ou a bactéria. Para isso, faz-se necesséario gerar
informacBes sobre genes alvos a serem empregados em estratégias
biotecnoldgicas contra ambos os organismos, bactéria ou inseto vetor. No
presente trabalho foi reportado 95% dos genes expressos por Las durante o
processo inicial da colonizacdo da bactéria em D. citri além da presenca de
genes do profago PIXGC-3 na estirpe brasileira de Las. Além disso foi analisada
a aquisicdo de Las e Lam pelo inseto em condicdo de infecgdo simples,
sequencial, bem como durante a fase assintomatica da doenga em laranjeira
doce. Finalmente foi demonstrado que Las se sobressai a Lam durante a
aguisicao pelo psilideo e que ocorre a prevaléncia de Las em relacdo a Lam em
laranjeira doce com dupla infec¢do bacteriana.

Paravas chaves: Huanglongbing; Liberibactérias; psilideo asiatico dos citros,

profagos.



TRANSCRIPTION OF GENES OF ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ IN
Diaphorina citri AND BACTERIAL PREVALENCE IN D. citri AND IN SWEET
ORANGE PLANTS WITH

'Ca. L. asiaticus ’AND ‘Ca. L. americanus’

ABSTRACT

Brazil's sweet orange production stands out on the world scenario. Among
the various diseases that affect the citriculture, the most important is
Huanglongbing (HLB), whose causative agents are gram-negative bacteria of the
genus Candidatus Liberibacter spp and restricted to phloem vessels; The Asian
Citrus Psyllid (ACP) Diaphorina citri, vector of Ca. Liberibacter asiaticus (Las) e
Ca. L americanus (Lam), is widespread in Brazil and requires intensive and joint
efforts for its control. The absence of commercial varieties of citrus resistant to
HLB, nor curative measures for the management of this disease, negatively
impact the citrus production, resulting in economic losses, as well as in increases
on production costs. The management of the insect vector and the inoculum
source is possible, but dependent on internal and external actions to the
management of citrus groves. A feasible approach to the disease control is the
use of biotechnology to generate genetically modified plants resistant to ACP
and/or bacteria. For that, it is necessary to generate information related to target
genes to be used in biotechnological strategies against both organisms, bacteria
or ACP. In this study, we report 95% of the genes expressed by Las during the
initial process of bacterial colonization in ACP, as well as the presence of
prophage PIJXGC-3 key genes in the Brazilian Las strain. Moreover, we analyzed
ACP acquisition of Las and Lam under simple and sequential infection, as well
as during the asymptomatic phase of the disease in sweet orange plants. Finally,
we demonstrated that Las stands out Lam during ACP bacterial acquisition and
that the prevalence of Las in relation to Lam occurs in sweet orange plants with
double bacterial infection.

Key words: Huanglongbing; Liberibacteria; Asian Citrus Psyllid, prophages.
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Ca. L. asiaticus ou Las — Candidatus Liberibacter asiaticus

Ca. L. americanus ou Lam — Candidatus Liberibacter americanus



SUMARIO

1- INTRODUGAO .. ..ottt ettt 19
1.1 A CItCUIUIa DraSil@ira ..........uuuueuiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
1.2 Huanglongbing (HLB) .....ccoeuuiiiiiiiie e 19
1.3 O inseto vetor DIaphOrina CItr .............uuuuuuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 22
1.4 Interagdo entre as Liberibactérias do HLB e seus hospedeiros ................. 27
1.5 Profagos € LIberibactérias. .........ccoeuumuiumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnennnnnnnnnnnnnnes 29
1.6 Atualidade e perspectivas para o manejo do HLB e de Diaphorina citri..... 31
REFERENCIAS ... .ottt 34
CAPITULO 2 1ttt 43
O GENOMA DE Candidatus Liberibacter asiaticus E ALTAMENTE
TRANSCRITO QUANDO INFECTA O INTESTINO DE Diaphorina citri .......... 43
RESUMO ...cciiiiiii oottt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e s st eeeeeeeeesannnnreees 43
N 1T I ¥ O 44
1 INTRODUGAO ... ..ottt ettt enen, 45
2  MATERIAL E METODOS ...t 47
2.1 ODbtenGao das amMOSIIas .........ccoeviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 47

2.2 Extracdo do RNA total das amostras de intestino do psilideo, deteccao
da presenca de Las e tratamento cOmM DNASE .........ccevveeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeenns 48

2.3 Enriquecimento do mRNA das amostras e avaliacdo da qualidade.... 49

2.4 Sequenciamento do cDNA via plataforma lllumina....................oooooeee. 49
2.5 Analise do sequenciamento e mapeamento das leituras no genoma de
(=] (=T =] o1 - TR 50
3 RESULTADOS ... 51
3.1 Presenca de Candidatus Liberibacter asiaticus em amostras de intestino
do psilideo Diaphorina Citli..........ccoiiiiiiiiiiie e 51
3.2 Mapeamento das leituras de Candidatus Liberibacter asiaticus ............. 53
3.3 Mapeamento dos profagos SC1, SC2 e PIXGC-3 de Las no intestino de
O = 62
A DISCUSSAD ...ttt 64
5 CONCLUSOES ...ttt 74
REFERENCIAS ......coititiiitiisiete ettt sttt 75
CAPITULO 3 ..ottt bbb 84

Candidatus Liberibacter asiaticus E Candidatus Liberibacter americanus EM
COINFEC(;AO DE LARANJIEIRA DOCE ...t 84



E NA AQUISICAO POR Diaphoringa Citli ........ccccveieeieieeiieie e e ee e 84

RESUMO ...cciiiiiiee ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e nnnsnreees 84
AB S T R A T e 85
L INTRODUGAO ..., 86
2 0BIETIVOS ... 89
2.1 ObJetivo geral.......ccooiiiiiiiii 89
2.2 ObjetivoS €SPECITICOS: ..uuuuiiii e e e e e aeaans 89
3 MATERIAL E METODOS ......ccuiiiiiieciecieete e ettt 89
3.1 Condic¢des dos ensaios de aquisicdo em plantas sintomaticas e plantas
ASSINTOMALICAS ....oeeeiieeieeeee e 90
3.1.1 Criacao de Diaphorina CItr............uuiiiiiieeieeiiiiiie e 90

3.1.2 Plantas fonte com Candidatus Liberibacter asiaticus ou Ca. L.
AIMEBIICANUS ...ttt 91

3.1.3 Plantas de laranja doce para a aquisi¢cdo assintomatica de Candidatus
Liberibacter asiaticus ou de Ca. L. americanus com a progénie infectiva de
(D=1 o o ] F= W o | 1 O 91

3.1.4 Deteccao de Candidatus Liberibacter asiaticus e Ca. L. americanus em
DIaPNOFNG CItli .o 92

3.1.5 Condicbes ambientais dos ensaios de aquisicdo de Candidatus
Liberibacter asiaticus e Ca. L. americanus por Diaphorina citri e
nomenclatura para classificagdo da geracao dos psilideos....................... 93

3.2 Ensaios de aquisicdo de Candidatus Liberibacter americanus e Ca. L.
asiaticus por DIiaphorina Citli .........coooviiiiiiiiiiieeeeeeee 93

3.2.1 Experimento 1: Aquisi¢cdo de Candidatus Liberibacter americanus por
adultos sadios de Diaphoring Citli ...........eeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeeeeeeees 94

3.2.2 Experimento 2: Aquisicdo sequencial de Candidatus Liberibacter
americanus por uma progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte de
Ca. L. @SIALICUS ... e eeceeeeiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeaann e e e e e e eeeeenes 95

3.2.3 Experimento 3: Aquisicdo sequencial de Candidatus Liberibacter
americanus por uma progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte de
Ca. L. asiaticus e aquisicdo assintomatica de Ca. L. asiaticus e/ou Ca. L.
americanus pela progénie F2 de D. Citll ...........uuveriviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiienens 96

3.2.4 Experimento 4: Aquisi¢cdo de Candidatus Liberibacter americanus por
uma progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte de Ca. L.
americanus e aquisicdo assintomatica de Ca. L. americanus pela progénie
2o [ 5 TR o | 1 O 98

3.2.5 Experimento 5: Aquisi¢gédo de Candidatus Liberibacter asiaticus por uma
progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte de Ca. L. asiaticus e
aquisicao assintomatica de Ca. L. asiaticus pela progénie F2 de D. citri 100



3.2.6 Experimento 6: Aquisicdo de Liberibacter por uma progénie de
Diaphorina citri gerada em planta fonte com Candidatus Liberibacter
asiaticus e Ca. L. americanus e aquisicado assintomatica de Liberibacter pela
Progénie F2 de D. Citli......uuuueiii e 101

3.2.7 Experimento 7: Curva de aquisicdo de ‘Candidatus Liberibacter
americanus’ pela progénie de Diaphorina citri desenvolvida em planta fonte

F= o (0] g [oJe [0 (=1 1] Lo JEU N SSRPPPIN 103

3.2.8 ANAIISE dOS JAUOS.......uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbbbiibbb bbb 104
3.3 Amostragem de fluxos vegetativos de laranjeira doce positivas para
Candidatus Liberibacter ameriCanus...........cccccvvveiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 104

3.4 Prevaléncia de Candidatus Liberibacter americanus e Candidatus
Liberibacter asiaticus em plantas fonte de Ca. L. americanus, apés
inoculacao de Ca. L. asiaticus por progénie de Diaphorina citri gerada em

planta fonte de Ca. L. @SIiatiCUS...........cceevuiiiiiiii e 105
4 RESULTADOS ... .o 107

4.1 Ensaios de aquisicdo de Candidatus Liberibacter americanus e Ca. L.

asiaticus por DIiaphorina Citl ..........cooeviiiiiiiiiiieee e 107

4.1.1 Experimento 1: Aquisicdo de Candidatus Liberibacter americanus por
adultos sadios de Diaphorina citri em laranjeira-doce ............cccccuvvvvennnee 107

4.1.2 Experimento 2: Aquisicdo cruzada de Candidatus Liberibacter
americanus por Diaphorina citri: criagdo em laranjeiras-doce positivas para
Candidatus Liberibacter asiaticus e transferidos para fluxos vegetativos
naturais de laranjeiras-doce positivas para Ca. L. americanus: analise da
(0 T= = Tor= o I it 108

4.1.3 Experimento 3: Aquisicdo cruzada de Candidatus Liberibacter
americanus por Diaphorina citri: criagdo em laranjeiras-doce positivas para
Candidatus Liberibacter asiaticus e transferéncia para brotacdes induzidas
por poda em laranjeiras doce positivas para Ca. L. americanus: andlise das
0ErAGOES FL € F2.. . ittt 110

4.1.4 Experimento 4: Aquisicdo por Diaphorina citri sadio em brotacdes
induzidas (poda manual) de laranjeiras-doce positivas para Candidatus
Liberibacter americanus: andlise das geragbes F1 e F2................ccee. 114

4.1.5 Experimento 5: Aquisicdo por Diaphorina citri sadio em brotacdes
induzidas de laranjeiras-doce positivas para Candidatus Liberibacter
asiaticus: andlise das geragies F1 € F2...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniines 115

4.1.6 Experimento 6: Aquisi¢do por Diaphorina citri sadio em brotagbes e
fluxos vegetativos naturais de laranjeiras-doce com dupla infeccao
(Candidatus Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter americanus):
analise das geragiesS FL € F2.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieiieeeeee 117

4.1.7 Experimento 7: Curva de evolugcdo da aquisicdo de Candidatus
Liberibacter americanus na geracéo F1 de Diaphorina Citri..................... 119



4.2 Amostragem temporal de fluxos vegetativos de laranjeira doce positivas
para Candidatus Liberibacter ameriCanus...........ccoovuuuvvriiiiieeeeeeeeiiiiiee e 120

4.3 Prevaléncia de Candidatus Liberibacter americanus e Candidatus
Liberibacter asiaticus em laranjeiras doce inicialmente inoculadas com
borbulhas Ca. L. americanus e posteriormente inoculadas com Ca. L.

asiaticus por meio de fitofagia de adultos de Diaphorina citri ..................... 121
B DISCUSSAOD ..ottt sttt ettt s e e nenens 126
B CONCLUSOES ..ottt 137
REFERENCIAS ..ottt ettt 138

APENDICES . .. oo et 143



19

1- INTRODUCAO
1.1 A citricultura brasileira

O suco de laranja é uma das mais importantes commodities do Brasil,
(NEVES, 2016). O cinturdo citricola, que compreende o estado de S&o Paulo e
o Triangulo Mineiro, concentra a maior regiao produtora de laranja e exportadora
de suco do pais. Fatores como o desenvolvimento industrial, a proximidade com
0S portos e centros de pesquisa contribuiram para o desenvolvimento da
atividade nesta regido. A cadeia citricola paulista possui alta capacidade de
produgéo, bem como eficiéncia nos processos, com 408 mil hectares de pomares
(FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2020a), representando 34% da
producédo de laranja do mundo. Esses dados torna o Brasil o maior exportador
de suco de laranja, responsavel por 85% das exportacdes globais deste produto,
além disso, atende a um pequeno, porém crescente mercado interno (NEVES &
TROMBIN, 2017).

No agronegécio brasileiro, o setor citricola destaca-se por gerar um
produto interno bruto (PIB) de 6,5 bilhdes de dblares em todos os elos de sua
cadeia produtiva e empregar direta e indiretamente 230 mil pessoas (NEVES et
al., 2015). Entretanto, a concentracdo dos pomares citricolas acarretou na maior
incidéncia de pragas e doencgas, com impacto econémico e social, assim como

no desenvolvimento da pesquisa cientifica e avangos tecnolégicos.

1.2 Huanglongbing (HLB)
Dentre as diversas pragas e doencas que acometem a cultura, o
Huanglongbing (HLB), conhecido também como greening, € considerado a

doenca mais devastadora e a maior ameaca a producéao de citros. Devido ao alto
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potencial de disseminacéo e por ndo haver cura para a doenca, gera perdas na
producdo de frutas e aumenta o custo do manejo, agravado por nédo haver
variedades comerciais de citros resistentes a doenca (BOVE, 2006; LOPES &
FRARE, 2008; BASSANEZI et al., 2020; ZHOU, 2020; GRAHAM et al., 2020).

Embora o HLB seja uma doenca citrica de relato recente no estado de
Sdo Paulo, em 2004, e na Flérida em 2005 (COLETA-FILHO et al., 2004;
HALBERT, 2005), essa doenca tem ocasionado prejuizos e colocado em risco a
atividade citricola (BOVE, 2006), por perdas de até 100% na produtividade de
pomares comerciais (BASSANEZI et al., 2012).

O HLB est4 associado a bactérias gram-negativas e restritas ao floema,
pertencentes ao grupo das alfa-proteobactérias e ao género Candidatus
Liberibacter spp. (LAFLECHE & BOVE, 1970; JAGOUEIX et al., 1994). Foram
identificadas trés espécies associadas ao HLB: Candidatus Liberibacter
africanus (Laf) — restrita ao continente africano, Candidatus Liberibacter asiaticus
(Las) - cosmopolita e Candidatus Liberibacter americanus (Lam) - restrita ao
Brasil (TEIXEIRA et al., 2005a; BOVE, 2006; TEIXEIRA et al., 2010). No mais,
fitoplasmas estdo associados aos sintomas de HLB, porém com ocorréncia
ocasional (TEIXEIRA et al., 2008; CHEN et al., 2009; WULFF et al., 2019).

No campo, as plantas doentes apresentam inicialmente sintomas em um
Ou mais ramos, sendo mais comum sua observacéo no outono e inicio do inverno
(BOVE, 2006. As folhas presentes nestes ramos perdem a coloracdo verde e
apresentam-se parcialmente amareladas e verdes, sintoma denominado
‘mosqueado’, que é o sintoma mais caracteristico da doenca. O mosqueado tem
sido observado em todos os locais onde a doenca foi descrita (BOVE, 2006;

BELASQUE JUNIOR et al., 2010). Posteriormente, as plantas podem apresentar
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outros sintomas como folhas de ramos sintomaticos curvadas, de tamanho
reduzido, nervuras salientes e escurecidas. Os frutos produzidos em ramos
sintomaticos possuem tamanho reduzido, sdo assimétricos e de maturacao
irregular, caem prematuramente, com uma reducao da producdo de até 100%
dependendo da proporcdo da copa que € afetada (BASSANEZI et al, 2012).
Outra caracteristica que pode ser observada nos frutos € a presenca de
sementes abortadas e vasos escurecidos (BOVE, 2006; BELASQUE JUNIOR et
al., 2010).

O primeiro levantamento oficial da incidéncia da doenca no Brasil foi
realizado no ano de 2008 e mostrou que 0,61% das arvores estavam infectadas.
Esse numero foi aumentando ao longo dos anos, e em 2015 atingiu 17,89%
(FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2020b). Entre 2015 e 2020, a curva
de progressdo do HLB foi se estabilizando devido ao aprendizado do setor em
relacdo ao manejo do inseto vetor, tais como: monitoramento da presenca do
inseto, inspec¢éao e erradicacao de plantas doentes, pulverizagdes frequentes na
propriedade, acdes externas de pulverizacéo e erradicacéo de plantas, manejo
regional, entre outros (BASSANEZI et al., 2020). De acordo com o levantamento
realizado em 2020, a doenca esta presente em 20,87% das laranjeiras do
cinturdo citricola de S&o Paulo e triangulo mineiro (FUNDO DE DEFESA DA

CITRICULTURA, 2020b) (Figura 1).
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Figura 1. Levantamento do progresso temporal da incidéncia de plantas com

sintomas de HLB no estado de S&o Paulo.
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(Fonte: Fundecitrus, 2020)

1.3 O inseto vetor Diaphorina citri

As bactérias associadas ao HLB sao transmitidas entre plantas citricas
pelo psilideo-asiatico-dos-citros (ACP) Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae), inseto vetor de Ca. L. asiaticus (CAPOOR et al., 1967; CHEN et al.,
1973) e Ca. L. americanus (YAMAMOTO et al., 2006) e por Trioza erytreae Del
Guercio (Hemiptera: Triozidae), inseto vetor de Ca. L. africanus (MCCLEAN &
OBERHOLZER, 1965).

Psilideos sdo hemimetabolos: os insetos adultos podem medir cerca de 2
a 3 mm de comprimento, possuindo asas amarronzadas. Os ovos tém formato
oval e coloracdo amarela clara, quando recém depositados. Os psilideos passam

por cinco instares para completar o seu ciclo de desenvolvimento e as ninfas sdo
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achatadas e de coloracdo laranja-amareladas (FRENCH et al.,, 2001), em
ambiente controlado, o tempo decorrente entra as fases ninfais até que o psilideo

chegue na fase adulta é de aproximadamente 19 dias. (Figura 2).

Figura 2. Fases do desenvolvimento de D. citri: ovo, ninfa (1° a 5° instares) e

adulto.
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(Fonte: Fundecitrus, 2021)

Os estadios iniciais sdo menos moveis, movendo-se somente quando
perturbados ou quando ha competicdo por espaco, porém as ninfas mais
desenvolvidas e os adultos deslocam-se com maior facilidade e sdo alados
(HALL et al., 2012). As fémeas de D. citri, apds desenvolvimento de seu aparelho
reprodutor, tornam-se férteis por toda sua vida, com intensidades de oviposi¢cao
variadas, dependendo da temperatura, umidade relativa (UR) do ambiente e
planta hospedeira (HALL et al., 2012; NAVA et al., 2007). De forma geral, as
posturas de fémeas jovens iniciam-se um ou dois dias apés o acasalamento
(WENNINGER & HALL, 2008). Em todas as fases de vida os psilideos produz
uma substancia excretora branca, conhecida como ‘honey-dew’ (TSAI & LIU,

2000).
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A ocorréncia de D. citri € reportada no Brasil desde a década de 1940
(LIMA, 1942), enquanto era considerada uma praga secundaria para a
citricultura e seu controle era realizado apenas sob altas infestagbes. O primeiro
relato de HLB no Brasil foi em julho de 2004 no municipio de Araraquara, S&o
Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005a) e D. citri tornou-
se uma das principais pragas da citricultura. Esta presente nos pomares durante
0 ano todo, com pico populacional nos periodos quentes e imidos e durante 0s
fluxos vegetativos das plantas hospedeiras da familia Rutaceae, principalmente
plantas de citros e murta (Murraya paniculata (L.) Jack (Rutaceae))
(YAMAMOTO et al., 2001), o que proporciona condicdes adequadas para
reproducdo desse inseto vetor, que ocorre preferencialmente em brotos
(CIFUENTES-ARENAS et al., 2018).

A disseminacdo do HLB nos pomares brasileiros e outros paises esta
associada a dois mecanismos espaciais de dispersao do psilideo, a curtas e
longas distancias. A dispersdo a curtas distdncias, em um raio de
aproximadamente 50 metros, ocorre infec¢cdes secundarias da doencga, ou seja,
dentro do mesmo talhdo e entre plantas proximas. Ja a longas distancias (até
3,5 km da fonte de in6culo) ocorrem infeccbes primarias do HLB, ou seja,
transmissao da doenca por psilideos infectivos oriundos de fontes externas a
propriedade (BASSANEZI et al., 2020).

A infeccdo primaria € a mais preocupante para os produtores de citros,
haja visto que, as propriedades comerciais que adotam o manejo do HLB
corretamente realizam o controle do inseto vetor em intervalos maximos de 15
dias, periodo este inferior ao ciclo ovo-adulto de D. citri. Esse manejo impede

que geracbes sucessivas do inseto ocorram no interior da propriedade,
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reduzindo a infeccdo secundaria (BASSANEZI et al., 2013). TOMASETO et al.
(2015) verificou que a presenca de brotacdes nas plantas citricas resulta em
menor dispersao de D. citri, devido ao fato de ser o local adequado para
alimentacao e oviposicao, contudo, na auséncia de brotacdes, o inseto tende a
se dispersar por distancias até trés vezes maiores.

Uma caracteristica importante em relagdo ao comportamento de
disperséo do psilideo é a maior concentracéo do inseto nas plantas da periferia
dos pomares e talhdes, que se reduz gradativamente a medida que se avanca
para o interior dos talhdes (ASATO, 2018). BOINA et al. (2009) quantificou a
dispersédo de D. citri por meio da técnica de imunomarcadores, e observaram
gue do total de insetos migrantes capturados em armadilhas adesivas amarelas,
60 a 66% foram capturados nas plantas localizadas na primeira linha de plantio
presente na borda de talhdes vizinhos, 19 a 24% a 40 m da borda e 10 a 21% a
90 m da borda. Estes gradientes na populacédo de psilideo e na infestacdo de
brotos, demonstram resultados semelhantes ao estudo de SETAMOU &
BARTELS (2015), que encontraram maiores niveis de infestacdo em brotos
assim como maiores densidades populacionais do inseto nas plantas da periferia
dos talhdes, seguidas pelas plantas adjacentes a cerca de 7 m de distancia,
reduzindo em 50% nas plantas no interior do talh&o, a cerca de 40 m da periferia.
Esses resultados corroboram ao levantamento de greening realizado em 2020,
onde verificou-se que 76% das plantas doentes estavam presentes nas bordas
do pomar, correspondendo a uma distancia de até 100 metros das divisas da
propriedade (FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2020b).

Um gargalo no manejo do HLB, é o fato de que ainda na fase

assintomatica da doenca pode ocorrer a aquisicdo de Ca. L. asiaticus pelo
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psilideo, acelerando a ciclo de disseminacdo (LEE et al., 2015), e o periodo
decorrente entre a introdugcdo do inéculo em laranjeiras e o aparecimento dos
sintomas € variavel, levando entre quatro meses a um ano para que seja possivel
a deteccgao visual dos sintomas (BOVE, 2006; FOLIMONOVA & ACHOR, 2010).

A relacao das Liberibactérias com o ACP é persistente e propagativa, ou
seja, a bactéria possui a capacidade de se multiplicar no interior do inseto e
coloniza-o de maneira sistémica, ocorrendo a sua multiplicacdo em 6rgdos como
glandulas salivares, canal alimentar e intestino (AMMAR et al., 2016), com maior
titulo bacteriano no canal alimentar e nas glandulas salivares (XU et al., 1988;
AMMAR et al., 2011a, b). A infeccdo e multiplicagdo da bactéria no inseto
ocorrem desde 0s estagios ninfais (4° e 5° instares), até a fase adulta (HUNG et
al., 2004). Ninfas adquirem a bactéria com maior eficiéncia em relacdo aos
adultos, e adultos que adquiriram a bactéria nas fases de ninfa transmitem com
maior sucesso a bactéria em relacdo a aquisicdo na fase adulta (AMMAR et al.,
2016; INOUE et al., 2009; PELZ-STELINSKI et al., 2010).

A capacidade de multiplicacdo da bactéria dentro do inseto esta
diretamente relacionada a transmissdo (XU et al., 1988; INOUE et al., 2009;
PELZ-STELINSKI et al., 2010). Resultados preliminares obtidos no Fundecitrus
tém demonstrado altas taxas de aquisicédo de Las por adultos de D. citri, diferente
do relatado por PELZ-STELINSKI et al. (2010) e AMMAR et al. (2016), muito
provavelmente pela utilizacdo de tecidos mais tenros nas pesquisas do
Fundecitrus, bem como do estagio vegetativo V3 e em temperatura adequada
de aquisicdo e multiplicacdo da bactéria (Lopes, SA. Fundecitrus, comunicacéo
pessoal). Assim, a aquisi¢cao de Las por D. citri na forma ninfal e adulta € passivel

de ser estudada, com relagéo aos aspectos moleculares do presente estudo.
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1.4 Interacgéo entre as Liberibactérias do HLB e seus hospedeiros

Diversos aspectos referentes a infeccdo e multiplicacdo de Liberibacter
em D citri, bem como em laranjeira doce, permanecem desconhecidos (INOUE
et al., 2009; HAAPALAINEN, 2014). Sabe-se que bactérias patogénicas em
plantas geralmente apresentam alteracbes em niveis transcricionais no
hospedeiro (CHOWDHURY & SAHU., 1996), entretanto, sao poucos oS
trabalhos de interacdo entre Liberibacter e seus hospedeiros, com foco nas
Liberibactérias. YAN et al. (2013) compararam a expressao global de 381 genes
de Las em psilideos adultos e em plantas. Ademais, a expressao foi avaliada por
RT-gPCR e ndo de forma global, como é passivel de se avaliar utilizado
ferramenta de sequenciamento de nova geracao (NGS), como em analise
transcriptémica.

Quando o HLB foi relatado no Brasil, havia predominio de Lam e menor
porcentagem de plantas afetadas por Las (TEIXEIRA et al., 2005b). A partir de
2007 correu uma mudanca na prevaléncia, com predominancia de Las em
detrimento de Lam (Figura 2; LOPES et al., 2009a), sendo que atualmente mais
de 99,9% das amostras de campo com HLB séo causadas por Las (BASSANEZI

et al., 2020).
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Figura 3. Proporgéo de amostras de citros positivas para Ca. L. asiaticus (Las),
Ca. L. americanus (Lam), Fitoplasma do grupo 16SrIX e do grupo 16Srlll no

servico de diagnostico de HLB (103 mil amostras, 2004 a 2020).
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(Fonte: Nelson A. Wulff/Fundecitrus)

A mudanca na prevaléncia de Las e de Lam pode estar associada a
fatores ambientais, hospedeiros ou comportamentais das bactérias: i) Las atinge
concentracfes dez vezes maior em relacdo a Lam em laranjeira doce (LOPES
et al., 2009a). Este fator pode influenciar a aquisicdo de Las por D. citri e
favorecer sua disperséo em relagdo a Lam; entretanto, afirma-se que ii) Las e
Lam possuem taxas semelhantes de aquisicdo pelo psilideo (NASCIMENTO,
2010). Adicionalmente, ha diminuicdo na concentracdo de Lam quando a planta
estd a 32 °C, inclusive com remisséo de sintomas, enquanto em Las somente ha
reducdo da deteccdo de Lam a 38 °C (LOPES et al., 2009b). Mesmo assim, a

diminuicao progressiva da populagéo de Lam nos pomares ocorreu em todas as



29

regides citricolas do estado de S&o Paulo, mesmo com a variacdo de
temperatura existente entre as regides sul, centro e norte.

Bactérias podem evoluir conjuntamente com os organismos que habitam,
ou dominar outras espécies que ocupam o0 mesmo nicho e competindo pelo pool
de recursos (nutrientes) ou espaco (HIBBING et al., 2010). Além disso, existe a
competicao ativa, como a producao de toxinas antimicrobianas que favorece a
dominancia ou sobrevivéncia de algumas cepas. Um exemplo é a producédo de
colicina por Escherichia coli, uma proteina toxica, conferindo uma vantagem a
bactéria em relacdo a outras espécies (KERR et al., 2002), O conhecimento
dessa interacado pode auxiliar na compreensao da emergéncia ou declinio de
algumas espécies. E o caso da possivel interacéo entre Ca. L. asiaticus e Ca. L.
americanus, podendo haver vantagem competitiva de uma espécie em relagcéao
a outra, notadamente onde a coinfec¢do ocorra, seja ela em laranjeiras, ou no

inseto.

1.5 Profagos e Liberibactérias

Bacteridfagos sdo virus que infectam bactérias, sendo comuns em
bactérias fitopatogénicas (VARANI et al.,, 2013) e quando tem seu genoma
integrado no cromossomo bacteriano sdo entdo denominados profagos
(CASJEANS et al.,, 2003). Em muitos genomas bacterianos os profagos
influenciam a patogenicidade e na formagao de biofilme bacteriano (BOYD e
BRUSSOW, 2002).

No genoma de Ca. L. asiaticus foram caracterizados inicialmente dois
profagos, SC1 e SC2 (tipos 1 e 2) (ZHANG et al., 2011) e posteriormente foi

identificado outro profago, denominado de tipo 3 (ZHENG et al.,, 2018). A
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ocorréncia de profagos em Las foi amplamente estudada na China (ZHENG et
al., 2016, 2018) e no Brasil (SILVA et al., 2019). YAN et al. (2013) identificaram
genes de Las com expressao diferencial no psilideo e na planta, mas somente
trés genes dos fagos de Las foram avaliadas.

A participacdo de genes dos profagos das Liberibactérias na patologia do
HLB foi investigada (JAIN et al., 2015). Fato marcante € a sua presenca nas
Liberibactérias associadas a doencas de plantas: profagos de mesmo tipo, com
diferentes graus de sintenia e contetdo génico foram descritos em Ca. L.
asiaticus (DUAN et al., 2009; ZHENG et al., 2018; LIU et al., 2020) em Ca. L.
solanacearum (LIN et al., 2011), Ca. L. americanus (WULFF et al., 2014) e Ca.
L. africanus (LIN et al., 2015). Resquicios de profagos (tipo 4) também sao
encontrados nestes genomas (DOMINGUEZ-MIRAZO et al., 2019; THAPA et al.,
2020; WULFF et al., 2014), inclusive na linhagem Las Ishi-1 que nao tem os
profagos dos tipos 1, 2 e 3, mas néo sédo encontrados em L. crescens (LEONARD
et al., 2012). Notadamente, L. crescens é cultivavel in vitro, mas ndo é associada
a nenhuma doenga, muito embora tenha sido isolada de mamoeiro (FAGEN et
al., 2014).

Ha relatos de genes de profagos infectando bactérias e que modulam sua
competitividade: Clavibacter michiganensis hospeda os profagos CMP1 e CN77
gque produzem uma endolisina especifica para a parede celular desta bactéria,
sem afetar outras espeéecies (WITTMANN et al., 2010). Bacteriocinas sé&o
proteinas antibacterianas que atuam em linhagens proximamente relacionadas,
formando poros na membrana interna ou atuando como nuclease nas bactérias
alvo. O bacteriofago CTX de Pseudomonas aeruginosa codifica uma citotoxina

formadora de poro que funciona como bacteriocina (NAKAYAMA et al., 1999). E
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notavel a presenca em Las de uma possivel bacteriocina com semelhanca a
‘colicina 1a’ no profago SC1 (gp_060), enquanto um gene para uma proteina de
imunidade a colicina ocorre no profago SC2 (gp_255) (ZHANG et al., 2011). Para
as bactérias fastidiosas como Liberibacter e Xylella fastidiosa, o patégeno pode
obter vantagem com a expressao de bacteriocinas e sobressair frente as outras
populacbes da espécie, de espécies proximamente relacionadas, ou frente as
populacbes de endofiticos (ARAUJO et al., 2002) ou endossimbiontes e outras
bactérias nos insetos vetores. Nossa linha de pesquisa busca identificar genes
dos profagos expressos pela bactéria no inseto vetor via sequenciamento de
bibliotecas de RNA (RNA-Seq), como forma de gerar conhecimento da fase
inicial de infeccédo por Las no psilideo, bem como informacgdes sobre a expressao

de genes dos profagos em Las no Brasil.

1.6 Atualidade e perspectivas para o manejo do HLB e de Diaphorina citri

O fator que mais dificulta o controle e consequente disperséo do HLB € o
tempo que decorre entre a inoculacdo da bactéria, e a manifestacdo dos
primeiros sintomas foliares. A manifestacéo dos sintomas depende do modo de
inoculacao do patégeno — ao redor de quatro meses quando a inoculacgéo é feita
por enxertia de ramos doentes (LOPES & FRARE, 2008) e cinco meses quando
a inoculagéo é feita por psilideos infectivos (CANALE et al., 2019). Este longo e
variavel periodo de incubacéo dificulta a detec¢do de plantas doentes no campo
e a adocao das praticas eficazes de manejo (LOPES & FRARE, 2008).

Como medida de supressdo da doenca, € recomendado 0 manejo
regional do HLB e de D. citri somado as medidas individuais adotadas pelos

citricultores. Dentro deste contexto, recomenda-se: intensificar as pulverizacdes
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nas bordas dos pomares comerciais, pois é a &rea com maior incidéncia de D.
citri; manter as plantas bem nutridas; eliminar plantas doentes que servem como
fonte de in6culo dos pomares e nas cercanias destes; plantar mudas sadias
provenientes de viveiros telados e certificados; realizar o planejamento e
renovacao do plantio em locais com baixa incidéncia de HLB; fazer parcerias
com vizinhos para controle do inseto vetor e pulverizacbes de inseticidas de
forma sincronizada entre propriedades proximas; inspecao visual frequente para
deteccdo das plantas doentes e D. citri; monitorar insetos adultos por meio de
armadilhas adesivas amarelas; realizar o controle quimico por aplicacdes via
drench com inseticidas sistémicos e foliares com inseticidas recomendados para
a cultura e praga alvo; liberagdo do ectoparasitoide Tamarixia radiata
(Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae) em locais livres de pulverizagfes, areas
abandonadas e quintais com plantas hospedeiras e a participacdo dos
produtores no manejo regional do HLB (FUNDO DE DEFESA DA
CITRICULTURA, 2020B).

Estudos visando novas taticas para o0 manejo de D. citri se intensificaram
devido aos impactos e perdas ocasionadas pelo HLB no mundo (GRAFTON
CARDWELL et al., 2013). Neste sentido, diversas taticas de manejo de D. citri
vém sendo estudadas, como o controle fisico por meio de mulching refletivo
(CROXTON & STANSLY, 2013), aplicacdo de caulim processado nas bordas
dos pomares (MIRANDA et al., 2018), controle biolégico com adocéao de fungos
entomopatogénicos (PADULLA, 2007; PINTO et al., 2012; KUMAR et al., 2017),
utilizacao de murta como planta-isca (TOMASETO et al., 2019), uso de inseticida
botéanico a base de Piper aduncum (VOLPE et al., 2015) e controle biologico em

areas externas com liberacdes massais de T. radiata (MARIN, 2019; DINIZ et al.,
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2020). Porém, mesmo com diversas téticas de controle conhecidas, o controle
quimico é a ferramenta mais eficiente adotada pelos citricultores para o combater
o inseto vetor e manejo do HLB (MIRANDA & AYRES, 2020). O ultimo possibilita
a selecao de populagfes resistentes, contaminagédo de agua e lencol freético,
bem como do colaborador responsavel pelo preparo de calda e pulverizagfes

Para mitigar acdes de manejo que causam impactos ambientais, uma
solucdo seria o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas voltadas ao
melhoramento de plantas hospedeiras e resistentes ao HLB e/ou ACP
(BASSANEZI et al.,, 2020). No entanto, ha escassez de informacfes sobre
variedades citricas resistentes ao HLB (FOLIMONOVA et al., 2009), o que tém
dificultado tanto o manejo mais sustentavel, bem como o melhoramento
genético. S&o relatadas que algumas espécies de Rutaceae possuem
determinado grau de resisténcia ou tolerancia (RAMADUGU et al., 2016; ALVES
etal., 2021; HUANG et al., 2021).

No contexto tréfico planta hospedeira de ACP/HLB e epidemiologia da
doenca, uma alternativa factivel € o uso de plantas citricas comerciais
hospedeiras do inseto vetor resistentes a bactéria e/ou ACP. Diante do contexto
apresentado, objetiva-se melhorar o entendimento da relag&o/prevaléncia das
Liberibactérias na planta. Além disso, procuramos investigar como se da sua
interacdo com inseto, principalmente em fases iniciais da infecgéo. As atividades
desenvolvidas aqui fornecerdo dados que potencialmente auxiliardo na
identificacdo de alvos para transformacdo genética em laranjeira doce e/ou

outros hospedeiros do inseto vetor.
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CAPITULO 2

O GENOMA DE Candidatus Liberibacter asiaticus E ALTAMENTE
TRANSCRITO QUANDO INFECTA O INTESTINO DE Diaphorina citri

RESUMO

O psilideo-asiatico dos citrus, Diaphorina citri, € o vetor da bactéria Candidatus
Liberibacter asiaticus (Las), associada com a mais devastadora doenca dos citros, o
Huanglongbing. Com a finalidade de explorar as interacées moleculares desta bactéria
com D. citri durante o processo de aquisicdo do vetor, nés sequenciamos bibliotecas de
cDNA obtidas do intestino de psilideos adultos confinados em brotos saudaveis (S I, S |
e S lll) e em brotos jovens infectados por Las (Las | (1/2 dias), Las Il (3/4 dias), e Las Il
(5/6 dias)) em plataforma lllumina. Cada tempo de amostragem foi formado por trés
repeticdes bioldgicas para cada condi¢des e foram coletados cem intestinos por amostra,
totalizando 18 bibliotecas enriquecidas em mMRNAs. As leituras foram filtradas por
gualidade e mapeadas contra a linhagem chinesa JXGC Las (NZ_CP019958.1) e a
linhagem da Flérida UF506 (HQ377374.1) para a andlise da atividade do genoma Las e
dos profagos SC1, SC2 e tipo 3 da linhagem Las estudada. A atividade dos genes foi
considerada apenas se fossem obtidas leituras mapeadas em pelo menos 2 bibliotecas
para cada periodo de acesso a aquisi¢cao contra os genomas selecionados, o que resultou
em coberturas de 44,4, 79,9 e 94,5% das sequéncias de codificacdo previstas para o
isolado JXGC em Las |, Las Il e Las lll, respectivamente. Esses genes foram classificados
principalmente nas seguintes categorias funcionais: producédo de energia, metabolismo
de aminoécidos, traducdo de sinais, parede celular e replicacdo e reparo de material
genético. Pilinas estavam entre 0s genes mais expressos, independentemente do tempo
de aquisicdo. Além disso, a regido do profago teve uma cobertura maior de leituras para
os profagos SC1 (tipo 1) e PIXGC-3 (tipo 3), e baixa cobertura na regiao tardia de SC2
(tipo 2). Em resumo, esta pesquisa apresenta a primeira analise descritiva do
transcriptoma de Las nas etapas iniciais da colonizacao do intestino de D. citri.
Palavras-chave: Huanglongbing, Candidatus Liberibacter asiaticus, psilideo,

metatranscritoma, Diaphorina citri, profago.



44

THE GENOME OF Candidatus Liberibacter asiaticus IS HIGHLY TRANSCRIBED
WHEN INFECTING THE GUT OF Diaphorina citri

ABSTRACT

The Asian Citrus Psyllid, Diaphorina citri, is the vector of the bacterium ‘Candidatus
Liberibacter asiaticus’ (Las), associated with the devastating, worldwide citrus disease
Huanglongbing. In order to explore the molecular interactions of this bacterium with D. citri
during the vector acquisition process, we sequenced cDNA libraries obtained from the gut
of adult psyllids confined in healthy (SI, SllI, and Slll) and in Las-infected young shoots
(Las | (1/2 days), Las Il (3/4 days), and Las lll (5/6 days)) on Illumina platform. In each
sampling time three biological replicates were collected, containing one-hundred guts
each, totaling 18 libraries enriched in bacterial mMRNAs. Reads were quality-filtered and
mapped against the Chinese JXGC Las strain (NZ_CP019958.1) and the Floridian strain
UF506 (HQ377374.1) for the analysis of the activity of the Las genome and prophages
SC1, SC2 and type 3 of the studied Las strain. Gene activity was considered only if reads
of at least 2 replicates for each acquisition access period mapped against the selected
genomes, which resulted in coverages of 44.4, 79.9 and 94.5% of the JXGC predicted
coding sequences in Las I, Las Il, and Las lll, respectively. These genes were mostly
classified in the following functional categories: energy production, amino acid
metabolism, signal translation, cell wall, and replication and repair of genetic material.
Pilins were among the most highly expressed genes regardless of the acquisition time.
Furthermore, the prophage region had a greater coverage of reads for the SC1 (type 1)
and PJXGC-3 (type 3) prophages, and low coverage in SC2 (type 2), mostly in the late
region. In short, this research presents the first descriptive analysis of Las transcriptome
in the initial steps of the D. citri gut colonization.

Keywords: Greening, HLB, Candidatus Liberibacter asiaticus, Asian citrus psyllid,

metatranscriptome, Diaphorina citri, prophage.
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1 INTRODUCAO

Candidatus Liberibacter asiaticus (Las), uma bactéria Gram-negativa pertencente
ao grupo das a-proteobactérias (GARNIER et al., 1984; JAGOUEIX, et al., 1994), é o
principal agente associado ao Huanglongbing (HLB) (BASSANEZI et al., 2020). O inseto
vetor de Las é o psilideo asiatico dos citros (ACP) Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Lividae) (CAPOOR et al., 1967; CANALE et al., 2017) e o vetor frequentemente adquire
Las em plantas infectadas em areas adjacentes aos pomares comerciais sadios, com a
consequente migracdo do psilideo gerando infec¢des primarias (BERGAMIN FILHO et
al., 2016), resultando em danos econdémicos por afetar a producao (BASSANEZI et al.,
2020). Devido a importancia da doenca e por ndo haver métodos curativos para o controle
do HLB, a bactéria e o psilideo sdo considerados, atualmente, as principais pragas para
a citricultura mundial (MIRANDA & AYRES, 2020).

A aquisicao de Las pelo psilideo, além de ocorrer em plantas sintomaticas, também
pode ocorrer em plantas assintomaticas durante a fase ninfal, logo ap6s a inoculacao de
Las na planta por psilideos infectados (HUNG et al., 2004; PELZ-STELINSKI et al., 2010;
CANALE et al., 2017) e a aquisicdo assintomatica durante o estagio de ninfa, dentro de
15 dias ap06s a inoculacdo por psilideos infectados, foi descrita como uma forma de
dispersdo nova e altamente ameacadora (LEE et al., 2015). A transmissao de Las pelos
psilideos requer, entretanto, um periodo latente de 16 a 18 dias (CANALE et al., 2017) e
sua relacdo com o psilideo é persistente e propagativa (AMMAR et al., 2011a; INOUE et
al., 2009; CANALE et al., 2017). A aquisicdo da bactéria pelo psilideo tem implicacdo
direta na sua eficiéncia de transmissdo e consequentemente na sua disseminagao
(INOUE et al., 2009; PELZ-STELINSKI et al., 2010; CANALE et al., 2017). O intestino
representa a primeira barreira celular que o liberibacter precisa atravessar no psilideo,
para ter acesso a hemolinfa e migrar para as glandulas salivares, permitindo o processo

de inoculagéo e a sua disseminacéo. Estudos de expressédo génica mostram um padréo
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de respostas no intestino, na hemolinfa e nas glandulas salivares de D. citri frente a
infeccdo com Las (KRUSE et al. 2017, 2018; LIU et al., 2020). Ha estudos exploratorios
gue relatam alteracdes transcricionais nas plantas em funcéo da presenca de Las em
Catharanthus roseus (LIU et al., 2019), em folhas (FU et al., 2016; HU et al., 2017; ARCE-
LEAL et al., 2020) e frutos de Citrus spp. (MARTINELLI et al., 2012), entretanto, nestas
interacOes ndo foram geradas informacdes sobre transcritos de Las.

A andlise transcricional de Las esta restrita a avaliacdo da expresséo génica via
RT-gPCR em psilideos e em citros, com alteracdes na expressao de genes relacionados
a regulacdo da transcricdo, transporte, secrecdo, montagem do flagelo, em vias
metabdlicas e resisténcia ao estresse, pela avaliacdo de um grupo selecionado de genes
(YAN et al., 2013; PRASAD et al., 2016; THAPA et al., 2020) ou associado a estudos
funcionais (FLEITES et al., 2014 JAIN et al., 2015; LI et al., 2017). O transcriptoma de Ca.
L. solanacearum (Lso) via RNA-Seq em Bactericera cockerelli indica uma alta
porcentagem de genes expressos, particularmente de possiveis genes envolvidos na
transcricdo e modificacdo pos-transcricional, metabolismos de proteinas e chaperonas
(IBANEZ et al., 2014). O sequenciamento de bibliotecas de cDNA via RNA-Seq tém sido
uma importante ferramenta para estudos de alteracfes transcricionais bacterianas
(CROUCHER & THOMSON, 2010; HAAS et al., 2012; CREECY & CONWAY, 2015).
Neste trabalho realizamos a anadlise transcricional de genes de Las, em amostras de
intestino de D. citri que se alimentou em citros infectados com Las, evidenciando a
expressao da quase totalidade dos genes de Las, como forma de gerar conhecimento da

fase inicial de infeccéo por Las no psilideo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.10btencao das amostras

A coldnia estoque de D. citri livre de Las foi mantida em gaiolas em plantas de
Murraya paniculata L. (Jack), conforme descrito por CARMO-SOUZA et al. (2020). Foram
selecionados adultos com idade entre 7 e 10 dias para a etapa de aquisi¢do de Las.

Mudas de laranja doce [Citrus x sinensis (L.) Osbeck], enxertadas em limoeiro
cravo [(Citrus x limonia (L.) Osbeck)] foram mantidas em casa de vegetacdo em sacolas
de 4 L e crescidas em substrato de casca de pinus decomposto (Plantmax citrus, Eucatex,
Paulinia, SP, Brasil). A infeccao por Las foi confirmada por gPCR (LI et al., 2006) e as
plantas apresentavam sintomas de mosqueado. Plantas sadias nas mesmas condicfes
de idade e cultivo foram utilizadas como controle negativo. O isolado de Las empregado
neste trabalho tinha perfil de marcadores moleculares microssatélites e perfil de profagos
idéntico ao apresentado pelo isolado Las 9PA (SILVA et al., 2019; 2021).

As plantas receberam uma poda drastica e foram mantidas em condi¢cdes
controladas com temperatura de 26 °C = 2, umidade relativa a 70%; e fotoperiodo de
14/10 h de claro/escuro. Os psilideos adultos provenientes de colénias sadias foram
confinados em gaiolas de voil cobrindo brotos no estagio vegetativo V2/V3 de plantas de
laranja doce sadias e infectadas com Las (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018). Antes do
confinamento dos insetos, realizou-se uma amostragem dos brotos para a confirmacéo
da presenca da bactéria (LI et al., 2006).

A dissecacdo dos psilideos para a amostragem dos intestinos ocorreu apos
diferentes periodos de acesso a aquisicdo: 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas, equivalentes
a intervalos de 1 a 6 dias de aquisi¢cdo. Os psilideos foram retirados individualmente das
plantas e dissecados em etanol 70% com dietil pirocarbonato (DEPC) 1 %, com auxilio

de agulha sob microscopio estereoscépico. Foram realizadas trés repeticfes para cada
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um dos periodos de aquisicdo em plantas sadias ou infectadas, cada uma composta por
100 intestinos. Cada amostra foi processada em aproximadamente 2 horas. Durante a
dissecacao dos psilideos, os intestinos eram imediatamente acondicionados em RNA

Later (100 pL por amostra) (Invitrogen/ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

2.2Extracdo do RNA total das amostras de intestino do psilideo, deteccdo da
presenca de Las e tratamento com DNAse

A extracdo do RNA total das amostras do intestino dissecados foi feita com o kit
SV RNA Isolation System (Promega, Madison, USA). Amostras suspensas em 30 uL de
agua livre de nucleases foram avaliadas em relacdo a concentracdo do RNA total por
espectrofotometria em NanoDrop V 3.8.1 (ThermoFisher Scientific).

A deteccao de Las (LI et al., 2006) foi realizada previamente ao tratamento das
amostras com DNAse. Nas reacdes de qPCR, utilizou-se o Kit TagMan gPCR Master Mix
(Ambion/ThermoFisher Scientific), monitorando-se a presenca do 16Sr DNA de Las com
iniciador/sonda HLBaspr (5’FAM/3’'BHQ1, Macrogen, Seul, Coréia do Sul) e do gene
wingless com iniciador/sonda DCP (5’HEX/3’'BHQ1, Macrogen) para o DNA de D. citri
(MANJUNATH et al., 2008). O threshold das sequéncias alvo foi ajustado manualmente
no software StepOnePlus verséo 2.3 (ThermoFisher Scientific). A gPCR foi realizada em
duplicata e as amostras foram consideradas positivas para a presenca de Las quando os
valores de Ct foram iguais ou inferiores a 35.0 e negativas quando acima deste valor. A
presenca de DNA de D. citri produz valores de Ct iguais ou abaixo de 36.0. Amostras de
DNA de psilideo com e sem Las foram utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente.

As amostras de RNA total selecionadas foram tratadas com Turbo™ DNAse (2

U/ul) (Ambion/ThermoFischer Scientific). A confirmacéo da acdo da DNAse em clivar o
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DNA residual foi aferida pela gqPCR com o gene wingless para D. citri (MANJUNATH et

al., 2008).

2.3Enriquecimento do mRNA das amostras e avaliacdo da qualidade

Nesta etapa as amostras foram agrupadas em: H = plantas sadias ou Las = plantas
fonte de Las. Hl e Las | =1 e 2 dias de alimentacédo em citros; H Il e Las Il = 3 e 4 dias;
H lll e Las Ill =5 e 6 dias. Cada periodo e fonte com trés repeticdes biolégicas. Em
seguida, foram submetidas ao enriguecimento do mMRNA com Ribo-Zero Gold rRNA
Removal Kit (Illumina, Sand Diego, CA, USA). Dois microlitros foram utilizados para a
guantificacdo em leitor de multideteccdo Synergy (Biotec Synergy Winooski, EUA,;
software Genb) para verificar a concentracdo e qualidade do mRNA. As amostras com

concentracdes totais de mRNA entre 80 e 200 ng foram utilizadas para o sequenciamento.

2.4 Sequenciamento do cDNA via plataforma Illumina

As amostras enriquecidas em mMRNA foram submetidas ao protocolo de
preparacao da biblioteca de cDNA TruSeq RNA Library Prep Kit (lllumina) seguindo a
estratégia paired-end (2 x100 bp), que consiste na fragmentacdo do RNA enriquecido
com mRNA em sequéncias de 200 nucleotideos, seguida da ligacdo a iniciadores
randdmicos para a transcricdo reversa e construcao das bibliotecas de cDNA. O cDNA foi
sintetizado e purificado pela utilizacdo de esferas magnéticas e lavagens com etanol. Em
seguida, as extremidades foram reparadas e adicionadas adenosinas nas extremidades
3’ de cada fragmento. Na sequéncia foi realizada a ligagao dos adaptadores e as amostras
submetidas a amplificagdo via PCR. O sequenciamento de bibliotecas de cDNA foi
realizado em plataforma lllumina HiScanSQ (lllumina), no Centro Multiusuario de
Biotecnologia Agricola do Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP (Piracicaba, SP,

Brasil).



50
2.5 Analise do sequenciamento e mapeamento das leituras no genoma de
referéncia

As leituras obtidas no sequenciamento das bibliotecas de cDNA foram analisadas
no programa FastQC (ANDREWS, 2010) para a verificacdo da qualidade. Adaptadores
remanescentes foram removidos e as sequéncias trimadas seguindo o parametro
SLIDINGWINDOW 4:22 para o inicio (LEADING:3) e final (LEADING:3) das leituras, que
determinou o score de qualidade minimo (22) para grupos de 4 nucleotideos analisados
no programa Trimmomatic 0.36 (BOLGER et al., 2014), onde também foram excluidas
sequencias inferiores a 25 nucleotideos. Foram obtidas leituras das triplicatas dos 6
tratamentos, tempos I, Il e lll para adultos sadios e adultos infectados com Las, totalizando
18 bibliotecas.

O mapeamento das leituras presentes no intestino de ACP no genoma referéncia
foi realizado através da contagem de fragments per kilobase million (FPKM) presentes
em pelo menos duas de trés das bibliotecas sequenciadas para cada um dos periodos de
acesso a aquisicdo (Las I, Las Il e Las Ill) e conversao do valor médio de FPKM das
bibliotecas de cada periodo para log2 (log2FPKM). A linhagem JXGC (NZ_CP019958;
ZHENG et al., 2018) foi a referéncia para o mapeamento e contagem das leituras (reads)
no genoma de Las e, consequentemente, determinacdo dos genes transcritos. Foram
desconsideradas as sequéncias mapeadas aos RNA ribossomais, pseudogenes e tRNAS,
esses Ultimos devido ao seu tamanho. Adicionalmente, para a analise dos profagos SC1
e SC2 foi utilizada a sequéncia da linhagem Las UF506 (HQ377374.1; ZHANG et al.,
2011), assim como o profago do tipo 3 (PJXGC-3) de Las JXGC (KY661963; ZHENG et
al., 2018). Estas analises empregaram 0s seguintes parametros: “mismatches cost”: 2;
“‘insertion cost”: 3; “deletion cost”: 3; “length fraction”: 0,8; “similarity fraction”: 0,8; “strand
specific”. “both”; “maximum number of hits for a read”: 2, realizadas no programa CLC

Genomics v. 12.0 (Qiagen, Hilden, Germany).



51

A anotacédo funcional das leituras (Agrupamento de grupos ortélogos de proteinas
(Cluster of Orthologous Groups of proteins — COG’s)), gerados pelo mapeamento nos
genes de Las foi realizada de acordo com TATUSOV et al., (2000). Foram utilizados 3
genomas de referéncia, duas a-proteobactérias: Candidatus Liberibacter solanacearum
(isolado CLs0-ZC1), Rhizobium leguminosarum bv. viciae (isolado 3841) e Escherichia
coli (0157:H7 strain Sakai). A montagem dos graficos foi realizada utilizando o GraphPad
Prism versao 8.0.0 (Windows GraphPad Software, San Diego, CA, USA), e o diagrama
de Venn foi montado utilizando-se o] ‘Draw Venn Diagram’

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) como ferramenta.

3 RESULTADOS

3.1 Presenca de Candidatus Liberibacter asiaticus em amostras de intestino do
psilideo Diaphorina citri

A analise dos brotos de citros através de gPCR confirmou a presenca de Las (Ct
20,71) somente nas plantas infectadas. Em todas as amostras de RNA dos intestinos foi
detectada a presenca de DNA do psilideo (Tabela 1).

O valor médio da qPCR para o gene wingless de D. citri foi de 30.7 (Tabela 1),
corroborando a necessidade de tratamento com DNase antes da sintese de cDNA. A
presenca de DNA permitiu, porém, monitorar a presenca de DNA de Las, como forma de
validar a presenca da bactéria nos intestinos dissecados de D. citri, previamente a
realizacdo do transcriptoma. Detectou-se a presenca de Las através de gPCR somente
em amostra de RNA vindos de intestinos cujos insetos alimentaram-se em brotos de
plantas infectadas com Las (Tabela 1): nas bibliotecas Las | e Las Il o valor médio de Ct
para o gene 16Sr DNA de Las foi de 30.6 e 30.8, respectivamente, enquanto para as
bibliotecas de Las lll o valor de Ct foi de 27.3. Para as amostras de intestino de psilideos

confinados em plantas sadias (bibliotecas H I, Il e Ill) ndo houve deteccao de DNA de Las.
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Tabela 1. Concentracdo de RNA (ng/uL) e qualidade (260/280) mensuradas
espectrofotometricamente e deteccao de Diaphorina citri (DC) e Candidatus Liberibacter
asiaticus (Las) (HLBaspr) por qPCR em amostras de RNA preparadas a partir de
intestinos de D. citri, antes do tratamento com DNAse e sequenciamento das bibliotecas.
Amostras de intestinos dissecados de D. citri criados em plantas de citros sadias (H) ou

Las em diferentes periodos acessos de aquisicdo (PAA) (Las I, Il e IIl).

RNA gPCR Ct?@
PAA Amostra

ng/uL 260/280 DCP HLBaspr ¢

HI 1 59,06 2,06 31,11+0,77 nd

HI 2 68,86 2,16 29,91+0,20 nd

HI 3 46,59 2,07 30,44+0,79 nd

| =1/2 dias

Las| 1 56,20 2,03 30,25+0,15 32,18+2,72
Las| 2 56,85 2,10 30,77+0,43 30,68+0,54
Las| 3 65,10 2,05 29,20+0,12  28,99+0,87

HIl 1 69,69 2,12 31,91+1,27 nd

HIl 2 58,69 2,12 29,39+1,87 nd

HIl 3 57,89 2,13 29,46+1,20 nd

Il = 3/4 dias

Lasll 1 74,56 2,04 30,52+1,49 29,69+1,53
Las 1l _2 48.18 2,08 31,17+0,21  32,24+2,08
Lasll_3 65,88 2,13 33,71+0,04 30,45+0,68

HIIl 1 68,21 2,01 30,09+0,16 nd

HIIl_2 58,44 2,07 30,90+0,11 nd

Il =5/6 HIIl_3 46,42 2,07 32,50+1,71 nd
dias Las Ill_1 51,26 2,14 28,96+0,85 26,18+2,10
Las lll_2 45,92 2,02 30,10+0,80 26,48+0,02
Las lll_3 51,08 2,04 31,86+0,77 29,40+0,69

aCt = Cycle threshold, média da duplicata + EP; nd = ndo detectado

bDC = gPCR para a detecgdo do gene wingless de D. citri (MANJUNATH et al., 2008)
¢HLBaspr = qPCR para a deteccéo da regidao 16SrDNA de Ca. L. asiaticus (LI et al., 2006)

(Fonte: o autor)



53

3.2 Mapeamento das leituras de Candidatus Liberibacter asiaticus

A porcentagem média de leituras de Ca. L asiaticus mapeados em amostras sadias
(HI, 11 e 1) foi de 0,01, 0,00 e 0,02, respectivamente (Tabela 2). Enquanto que nas
bibliotecas provenientes de intestinos de psilideos que se alimentaram em plantas

infectadas com Las (Las I, Il e lll) foi de 0,07, 0,16 e 0,53, respectivamente (Tabela 2).



54

Tabela 2. Mapeamento de leituras de Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) contra o
isolados JXGC (NZ_CP019958.1) em bibliotecas sequenciadas a partir de amostras
intestinos de Diaphorina citri que se alimentaram em brotos de citros sadios (H) ou Las
positivos, em diferentes periodos de acesso a aquisicao (PAA) (Las I, Il e 1lI).

Leituras mapeadas em

PAA Biblioteca Total de leituras
pares (%)
HI 1 14,662,250 0.00
HI_2 17,002,637 0,01
HI_3 16,119,271 0,01
= 12 dias Média 15,928,053 0,01
Las1_1 16,809,192 0,06
Las1_2 16,066,925 0,19
Las|_3 14,342,296 0,09
Média 15,739,471 0,07
HIl_1 15,288,196 0,00
HIl_2 17,110,015 0,01
HIl_3 17,831,678 0,00
| = 3/4 dias Média 16,743,296 0,00
Lasll_1 15,083,210 0,09
Lasll_2 16,125,467 0,03
Las Il_3 14,389,488 0,36
Média 15,199,388 0,16
HIllL1 16,064,435 0,01
HIll_2 15,614,261 0,04
HIll_3 15,142,440 0,01
il = 5/6 dias Média 15,607,045 0,02
Las lll_1 17,908,705 0,40
Las Ill_2 16,163,569 0,86
Las Ill_3 16,311,141 0,33
Média 16,794,472 0,53

(Fonte: o autor)
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No mapeamento de leituras contra o genoma de Las, as leituras contadas
representaram atividade de transcricdo, medida pelo valor de FPKM. Obteve-se para Las
| cobertura de 432 genes, enquanto nas bibliotecas Las Il e Las Il foram mapeados 777
e 967 genes, respectivamente (Figura 1). Dos genes preditos no isolado de Las JXGC
(ZHENG et al., 2018), 972 tiveram leituras mapeadas em pelo menos um dos trés
periodos de acesso a aquisicdo (Las I, 1l ou lll) em intestino de psilideos que se
alimentaram em brotos de plantas infectadas com Las. O transcriptoma de todas as
bibliotecas nos trés periodos avaliados, corresponde ao mapeamento de 95 % dos genes
preditos em Las. Deste total, 406, ou 41,8% dos genes, foram compartilhados entre as
bibliotecas de todos os periodos de aquisicdo, enquanto 367 genes tiveram leituras nas
bibliotecas Las Il e Las Ill. Na biblioteca Las I, houve um gene de expressdo exclusiva
(B2123_RS05235; uma proteina de funcdo desconhecida, com dominio DUF1376),
enquanto quatro foram exclusivos da biblioteca Las Il (B2123_RS00005, uma helicase do
profago; B2I23 RS00270; B2I23_RS02880 e B2I23 RS05570, trés proteinas
hipotéticas); e 169 presentes apenas na biblioteca Las Ill. Auséncia de expressao (sem

leituras) foi observada para 51 genes preditos no isolado JXGC.
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Figura 1. Diagrama de Venn dos genes de Candidatus Liberibacter asiaticus com leituras
mapeadas (isolado JXGC, NZ_CP019958.1) em amostras de intestinos de Diaphorina

citri apos 1/2 (Las 1), 3/4 (Las Il), ou 5/6 (Las Ill) dias de acesso a aquisicao.

Las | (432) Las Il (777)

Las Il (967)

(Fonte: o autor)
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Na analise da abundancia de leituras para cada biblioteca e sua distribuicdo ao
longo do genoma de referéncia JXGC, obteve-se para Las | uma cobertura média de 42%
dos genes preditos no genoma (Figura 2). sendo a porcentagem média de cobertura nas
bibliotecas Las Il e Las Il 76% e 94,5%, respectivamente (Figura 2). Enquanto o numero
de genes com leituras mapeadas aumenta consideravelmente com o passar do tempo
gue o psilideo alimenta-se na planta com Las (Las I, Las Il e Las Ill), o valor médio de
log2(FPKM) tem pequena reducéo, passando de 9,4 em Las | para8,8 e 8,4em Lasll e
Las lll, respectivamente (Figura 2). Somente na biblioteca Las Ill h4 maior nimero de
genes mapeados com valores acima da média.

Entre os dez genes com maior niumero de mapeamento de leituras do
transcriptoma em cada periodo, quatro sdo anotados com funcdo hipotética/nédo
caracterizada: B2I123_RS05520; B2I23 _RS05120, B2I23 RS04020 presentes nas
bibliotecas Las I, Il e lll, enquanto B2I123 RS05445, somente em Las Ill (Figura 2).

A transcricdo dos genes B2123 RS02385, B2123 _RS02405, B2I123 _RS02400,
anotados como " Familia Flp de pilina do tipo IVb” foi marcante nas bibliotecas Las |, Il e
lll. Leituras para B2I23_RS03065, cuja anotacdo € para uma proteina de membrana
(“proteina da familia porina™), também foi expressiva.

Leituras para o gene B2I123 RS03735 ("NADH-quinona oxidoreductase
subunidade C") estavam presentes entre os 10 genes com maior representatividade nas
bibliotecas Las | e Las Il. Uma ATP-dependente Clp protease ATP-subunidade de ligacao
— clpX (B2123_RS00740) foi mapeada em Las |, enquanto em Las Il teve alto valor de
log2(FPKM), mas néo esteve entre as dez mais expressas (Figure 2). B2123 _RS04070
(rfbC) codifica uma dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase envolvida na sintese de
polissacarideos contendo ramnose, como nos lipopolissacarideos, é altamente expressa

em Las I.
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As demais leituras com maior representatividade estdo envolvidas no metabolismo
de ribossomos, como 0 mensageiro de transferéncia de RNA — ssrA (B2123_RS00765),
RNAse P — rpB (B2123_RS04605) e nos genes das proteinas ribossomais rpmJ
(B2123_RS00165) e rpsT (B2123_RS02910). O gene do “Dominio de uma proteina de
choque térmico" (B2123_RS04040) que funciona como chaperona, esta entre as mais

expressas de Las lll.

Figura 2. Abundancia de leituras mapeadas para genes de Candidatus Liberibacter
asiaticus (isolado JXGC, NZ_ CP019958.1) expressos em amostras de intestinos de
Diaphorina citri apos 1/2 (Las 1) (A), 3/4 (Las Il) (B), ou 5/6 (Las Ill) (C) dias de acesso a

aquisicao.
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A classificacdo dos transcritos mapeados pelo agrupamento de grupos de
proteinas ortlogos (COGs) (TATUSOV et al., 2000), identificou maior expressao nos
COGs traducéo (J), replicacao e reparo (L), biogénese da parede celular/membrana (M),
producédo e conservacao de energia (C) e metabolismo e transporte de aminoacidos (E)

(Figura 3).

Figura 3. Distribuicdo dos agrupamentos de grupos ortdlogos em Candidatus Liberibacter
asiaticus (isolado JXGC, NZ_CP019958.1) em amostras de intestinos de Diaphorina citri

apos 1/2 (Las 1) (A), 3/4 (Las 1) (B), ou 5/6 (Las lll) (C) dias de acesso a aquisi¢cao.
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Nas bibliotecas Las Ill a média do log2(FPKM) foi de 8,4 (Figura 2 e 4), e nesta
biblioteca, a cobertura de sequenciamento foi maior em relacao as bibliotecas Las | e Las
Il (Figurasl e 2). Quando analisadas exclusivamente as bibliotecas Las Ill em funcao da
maior cobertura como parametro de selecdo, destacam-se os Cluster I, 1l e Ill que
codificam proteinas flagelares (COG N), com valores médios de log2(FPKM) em 5,5, 6,3
e 6,5; respectivamente. Os genes motE, flgA, fliE, flgB e flgC ndo foram mapeados.
(Figura 4, COG N 1, Il e lll). As sequéncias preditas para "Familia Flp do tipo IVb de pilina”
(Figura 4; COG: U) apresentaram valores médios de log2(FPKM) de 12,2, acima da média
em Las lll. A regido com proteinas envolvidas na sintese de lipopolissacarideos
apresentou valores médios de log2(FPKM) 10,6, também acima da média em Las Il
(Figura 4, COG: M). Uma regido que engloba 20 das 54 proteinas ribossomais anotadas
no genoma de Las, compreendida entre a regido 128k e 137k (Figura 4A) e outra, onde
estdo anotadas 13 subunidades de NADH-quinona oxidoreductases, compreendidas
entre a regido 816kbp e 830kbp (Figura 4), apresentaram valores de log2(FPKM) médio
de 9,1 e 8,8; respectivamente.

As duas formas curtas da subunidade B- ribonucleotideo redutase (RNR) de Las,
B2123 _RS00035 e B2I23 RS04515, ndo tiveram leituras mapeadas [Log2(FPKM)=0],
assim como 35 genes que codificam proteina hipotéticas, um gene com dominio VRR-
NUC (B2I23_RS05600), dois genes com dominio DUF59 (B2123_RS01860 e
B2123 _RS03885), um gene com dominio DUF2815 (B2123_RS05410), uma ATPase
(B2123_RS02840), uma nuclease (B2123_RS05420) e uma primase (B2I123_RS05400)

nao foram mapeados.
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Figura 4. Nivel de expressao de genes ao longo do cromossomo de Candidatus Liberibacter asiaticus. Agrupamentos flagelares (COG
N: I, Il e lll), “Familia Flp do tipo IVb de pilina” (COG U), transferases (COG M), proteinas ribossomais e NADH-quinonas sao
individualmente mostrados em sua posi¢ao no cromossomo. Abundancia de leitura (log2FPKM) obtidas de bibliotecas de intestinos de

Diaphorina citri 5/6 dias ap6s acesso a aquisicdo e mapeadas na linhagem JXGC (NZ_CP019958.1).
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3.3 Mapeamento dos profagos SC1, SC2 e PIJXGC-3 de Las no intestino de ACP

Leituras de Las foram mapeadas nos genomas dos profagos SC1 (UF506) e tipo 3
(PIXGC-3) (Figura 5). Na regiao altamente conservada e compartilhada entre ambos os
profagos, conhecida como regido de genes precoces (ou ‘early genes’) e também
compartilhada com SC2, a alta similaridade entre as sequéncias dos genes nos profagos
nao permite diferenciacdo quanto a presenca de leituras entre os profagos, exceto em
regides divergentes. N&o houveram leituras mapeadas nos genes em comum:
SC1 _gpl75/PIXGC _gp25 e SC1 gpl85/PIXGC_gp26, ambas codificando proteinas
hipotéticas e em SC1_gp215/PIXGC_gp32, uma endonuclease (VVR-NUC). Os demais
genes tiveram leituras mapeadas. O gene para a proteina hipotética PIXGC_gpl7
(B2123_RS05520) /SC1_gpl135 (F488 gp21) (Figuras 2 e 5) é o que tem a maior
representatividade de cobertura de leituras em todas as bibliotecas.

Nas regides dos genes tardios (ou ‘late genes’), observou-se cobertura de leituras
em 65% nos genes de SC1 e 54% em PJXGC-3 (Figura 5). No profago SC1, os seguintes
genes tiveram leituras mapeadas (genes que ndo tem indicacao codificam para proteina
hipotéticas): SC1 _gp005, SC1 _gp010; SC1 gp015, SC1 gp025 (proteina da fibra da
cauda), SC1 _gp030, SC1 gp035 (endolisina), SC1_gp045, SC1 gp050, SC1_gp060
(colicina 1A), SC1 _gp080 e SC1_gp085 (subunidade principal da cauda). Os demais
genes nao foram mapeados: SC1_gp010, SC1 _gp090 (proteina principal do capsideo),
SC1 _gp095, SC1_gpl00, SC1 gplO05 (proteina de unido cabeca a cauda) e SC1_gp110
(holina). Em PJXGC, os genes PJXGC gp01, PJXGC gp02, PJXGC gp07 a
PJIXGC_gp10, que codificam as subunidades R e S do sitio especifico do tipo | de
desoxirribonuclease (HsdR) e duas subunidades da DNA metiltransferase dependente de
SAM, respectivamente, foram mapeadas, enquanto nas demais ndo houve mapeamento

de leituras.
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Figura 5. Leituras mapeadas nos profagos SC1 (tipo 1), SC2 (tipo 2) do isolado Las UF506 (HQ377374) e PIJXGC-3 (tipo 3) do
isolado Las JXGC (KY661963). Setas azuis indicam genes mapeados em pelo menos duas bibliotecas. Setas vermelhas indicam
genes sem leituras mapeadas. Asteriscos indicam o gene com maior numero de leituras mapeadas. O quadro de linhas pontilhadas
(preto) indica a regido altamente conservada de genes tardios entre os profagos de Las. O nivel de expresséo foi obtido de bibliotecas

de intestinos de Diaphorina citri apds 5/6 dias (Las IIl) de alimentacdo em laranjeiras doce infectadas com Las.

(Fonte: o autor)
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4 DISCUSSAO

A aquisicéo de Las por Diaphorina citri ocorre durante a alimentagdo em
plantas infectadas com Las (HUNG et al., 2004, INOUE et al., 2009, PELZ-
STELINSKI et al.,, 2010), com auséncia (HUNG et al.,, 2004) ou muito baixa
(PELZ-STELINSKI et al.,, 2010) transmissédo transovariana. A obtencédo de
amostras do intestino de D. citri contendo Las requer a manipulagédo dos
individuos para dissecacdo, manutencdo da integridade do Orgdo, com
guantidade e qualidade suficiente de mRNA, particularmente de Las, para
revelar o conjunto de genes expressos no processo de colonizacao do intestino
do psilideo. Psilideos que se alimentam em brotos de plantas de citros afetadas
com Las, sob condi¢cbes ambientais adequadas, tais como as empregadas neste
trabalho, geram alta porcentagem de psilideos com Las e capazes de transmitir
a bactéria para novas plantas (Lopes SA, Fundecitrus, comunicacéo pessoal).

Os psilideos que tiveram acesso a alimentacdo em brotos com Las por
cinco a seis dias tiveram cerca de dez vezes mais Las nos intestinos do que nos
periodos anteriores, de até quatro dias. Com esta metodologia foi possivel gerar
informacdes sobre o transcriptoma de Las no limen e na colonizacao do intestino
de D. citri. Além de maiores valores de gPCR para a presenca de Las serem
observados nos maiores tempos de aquisicdo de Las pelo psilideo, maiores
foram as quantidades de leituras de Las mapeados nestas bibliotecas (Las Il >
Las Il > Las I). No maior tempo de alimentacdo em plantas infectadas com Las,
de 5 a 6 dias (Las Ill), 0,53% das leituras foram mapeados no genoma de Las.
Foram mapeados 0,5% das leituras de Lso obtidos em sequenciamento de cDNA
em biblioteca do corpo do psilideo B. cockerelly (IBANEZ et al., 2014). No

mapeamento de leituras do fitoplasma da flavescence dorée na videira, somente
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0,01% das leituras mapearam no genoma do fitoplasma (ABBA et al., 2014). Em
Las a razdo DNA bacteriano em relacdo ao hospedeiro € maior em psilideos do
que em planta (SELVARAJ et al., 2018), o que além de favorecer a obten¢éo de
DNA gendmico bacteriano para sequenciamento (DUAN et al., 2009; ZHENG et
al., 2018), permite a obtencdo de amostras de mRNA bacteriano para estudos
de expressdo génica como aqui demostrado e como realizado com Lso em B.
cockerelly (IBANEZ et al., 2014).

A escolha em obter um transcriptoma a partir de bibliotecas de cDNA de
amostras de intestinos se deve ao fato do intestino ser a primeira barreira celular
encontrada pela bactéria para a infecgéao sistémica do corpo do psilideo (AMMAR
et al., 2011a) e onde o titulo de Las é elevado (AMMAR et al.,2011a, b; GHANIM
et al., 2017), muito embora a maioria dos 6rgaos de D. citri sejam infectados por
Las (AMMAR et al.,2011a, b). A eficiéncia da transmisséo de Liberibacter por
psilideos est4, provavelmente, associada a capacidade da bactéria em
multiplicar nos tecidos do corpo do inseto, além da capacidade de cruzar as
barreiras internas do ACP durante o processo de aquisicdo e multiplicacdo de
Las, especialmente no intestino, hemolinfa e nas glandulas salivares (AMMAR
etal., 2011a, b; CICERO et al., 2015; AMMAR et al., 2016; GHANIM et al., 2017).
Portanto, nossa hipotese é que alteracdes transcricionais importantes em Las
ocorram no intestino de D. citri, em fun¢éo do processo inicial de colonizacéo do
inseto.

Leituras mapeadas no genoma de Las a partir de bibliotecas de amostras
de intestinos de ACP sadias (H I, Il e Ill), ttm além das sequéncias do psilideo,
sequéncias de regides similares a outras bactérias endossimbiontes presentes

no intestino do ACP, como as regides conservadas dos genes ribossomais
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bacterianos. Em D. citri foi relatada a presenca dos endossimbiontes primarios,
‘Ca. Carsonella ruddi’ e ‘Ca. Profftella armatura’ (NAKABACHI et al., 2013), além
de Wolbachia spp., que coloniza as mesmas células do intestino de D. citri, mas
nao o mesmo sitio no interior da célula (KRUSE et al., 2017). O gene lyskE de Las
(B2123_RS04390), que codifica uma proteina envolvida no metabolismo e
transporte de aminoacidos, foi possivelmente adquirido de ‘Ca. P. armatura’ por
transferéncia génica horizontal (NAKABACHI et al., 2013), indicando a troca de
material genético e a similaridade em determinados trechos do genoma entre
bactérias residentes nos psilideos. Estas trés bactérias sdo encontradas nas
populacdes de D. citri no Brasil (DOSSI et al., 2014), assim como a incidéncia de
Las em individuos de D. citri é elevada no Brasil (WULFF et al., 2020). Os dois
endossimbiontes e Wolbachia spp. foram encontradas no transcriptoma de B.
cockerelli, vetor de Lso (IBANEZ et al., 2014).

A deplecdo do RNA ribossomal com consequente enriquecimento do
MRNA, possibilitou a obtencdo de um numero representativo de mapeamento
(0,53%) com cobertura de 95% do genoma de Las. Observaram-se leituras
dessas regides ribossomais presentes no sequenciamento das bibliotecas de
Las (dados ndo mostrados), assim como observado no RNA-Seq de ‘Ca. L.
solanacearum’ (IBANEZ et al., 2014), mas a deplecdo destas moléculas é
essencial para estudos de transcriptdmica de bactérias associadas a eucariotos
(KUMAR et al., 2015).

As espécies patogénicas de ‘Candidatus Liberibacter spp.’ infectam uma
ampla gama de hospedeiros importantes economicamente (GARNIER et al.,
1984:; TEIXEIRA et al., 2008; BOVE et al., 2006; LIEFTING et al., 2008;

MUNYANEZA et al., 2009; THAPA et al., 2020) e compartilham caracteristicas



67

especificas que tornam seu estudo laborioso: sdo bem adaptadas aos psilideos
vetores e estdo limitadas ao floema de seus hospedeiros vegetais. Na maioria
das bactérias com genomas reduzidos, hd menor nimero de genes envolvidos
no metabolismo de compostos prontamente disponiveis pelo hospedeiro, assim
como fatores sigma, provavelmente refletindo o desafio de um ambiente
especifico e associado com o estilo de vida intracelular (KONSTANTINIDIS &
TIEDJE, 2004). Além disso, Las tem o genoma reduzido em relacdo a bactérias
de vida livre, evidenciando uma possivel correlacao entre o processo evolutivo e
a pressao de adaptacdo, com consequente perda/delecdo de sequéncias nao
funcionais ou redundantes (MIRA et al., 2001; SALLSTRAM & ANDERSSON,
2005), fatores estes que tornam ‘Ca. Liberibacter spp.’ patogénicas altamente
dependentes de seus hospedeiros. Por esses motivos, até o momento nao foi
possivel o isolamento e o cultivo axénico, tendo como excecéo Liberibacter
crescens (LEONARD et al., 2012), uma espécie ndo-patogénica de Liberibacter.
O cultivo axénico de L. crescens permitiu seu uso em estudos de expressao
heterdloga, genémica comparativa e o desenvolvimento de ensaios in vitro (JAIN
et al., 2015; CRUZ-MUNHOZ et al., 2019). Sabe-se que no genoma de Las e
outras liberibactérias com genomas sequenciados ndo estao presentes diversas
vias biossintéticas completas, como o sistema de secrecdo tipo Il (SSTII),
sistemas avr e hrp, genes para enzimas envolvidas na degradacdo de parede
celular de plantas, como celulases, pectinases, xilanases e endoglucanases
(DUAN et al., 2009; LIN et al., 2011; WULFF et al., 2014; LIN et al., 2015).
Potenciais efetores de Las (THAPA et al., 2020) nado tiveram alteracbes
expressivas durante a colonizacao do intestino do ACP e foram majoritariamente

expressos, exceto CLIBASIA _04530.
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O processo ativo de invasdo e de colonizagdo do hospedeiro pelo
patégeno, bem como sua multiplicagcéo, é exigente em proteinas que modulam
0 processo de replicacdo e producgéo de energia. Observou-se alta cobertura de
leituras em genes correspondentes as proteinas ribossomais, nas subunidades
de NADH-quinona oxidoreductases, que sdo responsaveis pela producdo de
energia para 0S processos celulares, genes para a biossintese de
lipopolissacarideos, indicando atividade metabdlica de Las no processo de
infecgao do intestino do D. citri. B2123_RS03735 codifica a subunidade C da
NADH-quinona oxidoreductase (nuoC), parte das subunidades nuoA a nuoN,
que compreendem a subunidade minima do complexo funcional enzimatico |
(SPERO et al., 2015). Enquanto este gene foi mapeado entre os dez mais
expressos em Las | e Las Il, todos os 14 genes que codificam as subunidades
do complexo foram expressos em Las Il e Las Ill. Na maioria das clades
bacterianas, a expressdo de nuoA a nuoN € provavelmente na forma de um
operon policistronico (SPERO et al., 2015). YAN et al. (2013) avaliou somente
NUoA e esse gene foi mais expresso em psilideos do que em citros. Juntos, estes
resultados indicam que os genes do complexo | sdo expressos por Las durante
a colonizacdo do intestino do psilideo e desempenham a funcédo de reoxidar
NADH, mantendo o status redox da célula (SPERO et al., 2015), a0 mesmo
tempo que indica a acdo metabdlica de Las para geracao de energia.

Todos os genes que codificam componentes da familia da protease Clp
foram expressos em Las lll: clpA (B2123_RS00185), clpS (B2123_RS00190),
endopeptidase La (B2123 _RS00735), clpP (B2I23_RS00745), hslU
(B2123_RS01895), hslV (B2123_RS01900), lon peptidase (B2123_RS02370) e

clpB (B2123_RS03845), além de clpX (B2I123_RS00740). O complexo protease
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Clp degrada proteinas que ndo foram corretamente empacotadas, fatores de
transcricdo, proteinas de fagos, além de envolvimento em outros processos
regulatérios (PORANKIEWICZ et al.,, 1999). B2123_RS04070 codifica uma
dTDP-4-desidrorhamnose 3,5-epimerase (rfbC), a qual juntamente com rfbABD
(GRANINGER et al., 1999), esta envolvida na sintese de polissacarideos
contendo ramnose, tais como encontrado em Rhizobium spp. (GHOSH & MAITI
et al.,, 2016). Os quatro genes foram altamente expressos em todas as
bibliotecas (B2123_RS04070 a B2I123_RS04085), assim como 0s demais genes
envolvidos na sintese de lipopolissacarideos foram gradualmente mapeados
entre Las | e Las Il, sendo todos expressos em Las .

Também foram altamente expressos genes cujos produtos estdo
envolvidos na resposta de estresse a choque térmico (B2123_RS04040) e uma
familia de proteinas de choque térmico Hsp20 (B2123_RS02935), que funcionam
como chaperonas. O transcriptoma de Las no intestino do ACP, assim como o
de Lso em B. cockerelli, também evidenciou a alta expressdo do gene de uma
proteina de choque térmico (CKC_03300), que tém sido correlacionadas a
possiveis mecanismos de patogenicidade e adaptacao bacteriana a novos
ambientes (IBANEZ et al., 2014; MOHAMED et al., 2020).

Dois genes que codificam pili do tipo IV foram mapeados durante a
colonizagcédo do ACP nos periodos de acesso a aquisicao avaliados, Las I, Las Il
e Las Ill (B2I123_RS02385 e B2I23_RS02400). Pili do tipo IV é um fator de
viruléncia (WAIRURI et al., 2012) e as pilinas exercem importante funcdo na
interacdo com superficies, principalmente na adesao superficial, podendo estar
envolvido na formacédo de biofilme, inclusive em L. crescens (NARANJO et al.,

2019). Lso forma biofilme no processo de infec¢éo no intestino de B. cockerelli
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(CICERO et al.,, 2016), enquanto L. crescens forma biofilme in vitro, muito
embora a taxa de formacédo corrobore a auséncia de motilidade por contragéo,
ou ‘twitching motility’ (NARANJO et al., 2019).

Mesmo com genoma reduzido, Las apresenta trés clusters flagelares
(ANDRADE et al., 2019). O cluster | com expresséo parcial e os cluster Il e 1ll
com ampla expressao na biblioteca Las Ill. Porém, até o presente momento nao
foi comprovada a presenca de apéndices flagelares em Las (ANDRADE et al.,
2019), condizente com a ndo expressao de motE, flgA, fliE, figB e flgC e sua
importdncia em Las permaneca uma questdo em aberto. Entretanto, ha a
presenca de estruturas flagelares em L. crescens (ANDRADE et al., 2019) e
evidéncias de apéndices superficiais em Lso (CICERO et al., 2016). ANDRADE
et al. (2019) demonstraram que a expressdo de genes flagelares é maior no
psilideo do que na planta, em contraste ao observado anteriormente (YAN et al.,
2013), ambos empregando RT-gPCR. A transcriptomica mostrou-se Util na
avaliacdo da ampla gama de genes envolvidos em mesmo processo bioldgico.

Entre os genes mapeados e com maior representatividade, trés sao
sequéncias anotadas como proteinas hipotéticas (B2123_RS05520, RS04020 e
RS05445). No primeiro sequenciamento completo de Las, linhagem psy62, 26%
das proteinas foram anotadas como hipotéticas, enquanto 74% das sequencias
codificantes possuiam homélogos com funcgdes preditas (DUAN et al., 2009). No
sequenciamento da linhagem Las JXGC, o numero de genes anotadas como
proteinas hipotéticas foi reduzido a 14% (ZHENG et al., 2018), sendo que 72%
desse percentual se concentram entre as regides 687kbp e 1219kbp, regido esta
gue engloba as trés proteinas acima mencionadas e o profago PJXGC-3, onde

a maioria genes permanecem com essa anotacdo (64%). A presenca e
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abundancia de leituras em genes dessas proteinas hipotéticas dos profagos
evidencia a necessidade de estudos funcionais com esses genes e Seus
produtos.

A linhagem chinesa de Las JXGC (ZHENG et al., 2018) foi utilizada como
referéncia para 0 mapeamento das leituras de Las presentes na coloniza¢ao do
intestino do ACP, devido a similaridade na regido dos profagos de JGXC com as
linhagens predominantes no Brasil (SILVA et al., 2021). Efetivamente, as
diferencas entre as linhagens de Las residem nos profagos (DUAN et al., 2009;
ZHANG et al., 2011; KATOH et al., 2014; ZHENG et al., 2018), enquanto a
identidade nucleotidica média no genoma entre isolados de Las varia entre 99-
100% (THAPA et al., 2020). A partir da descricdo e anotagéo dos trés tipos de
profagos no genoma de Las (ZHANG et al., 2011; ZHENG et al., 2018), estudos
tém relacionado a presenca dos mesmos a uma possivel vantagem adaptativa
de sua presengca em Las e outras Liberibactérias durante a colonizagdo do
hospedeiro, bem como sua relagcdo com a diversidade bacteriana (TOMIMURA
et al., 2009, WULFF et al., 2014, JAIN et al., 2017b). A presenca ou auséncia de
profagos responde por ampla parcela da variagao entre individuos em uma dada
espécie (CASJEANS et al., 2003). E pequena a proporcédo de linhagens de Las
gue ndo apresentam profagos (SILVA et al., 2019; ZHENG et al., 2018; ZHENG
et al., 2021). Quando analisado o mapeamento das regides dos profagos SC1,
SC2 e PJXGC-3 no transcriptoma de Las no intestino de D. citri, observou-se
maior cobertura/presenca de leituras nos profagos SC1 e PJXGC-3 em relacdo
ao profago SC2. SC2 carrega varios genes que possivelmente estdo envolvidos
na conversao lisogénica de Las (ZHANG et al., 2011), bem como na supressao

da defesa de plantas, incluindo duas peroxidases (SC2_gp095 e gp100) (JAIN
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et al., 2015). Entretanto, ndo houve cobertura de leituras para esta regiao em
especifico no transcriptoma de Las no intestino do ACP, corroborando a
auséncia de SC2 nas linhagens de Las do Brasil com perfil genémico idéntico a
Las 9PA (SILVA et al., 2021), assim como no isolado Las CoFLP1 da Colémbia,
outro isolado da América do Sul com o genoma sequenciado (WANG et al.,
2021). B2I123_RS05520 e B2123_RS05445 sé&o codificadas no profago do tipo 3
presente em Las e figuram entre os genes com maiores quantidades de leituras,
podendo haver um viés no caso de B2123_RS05520 devido a presenca de
SC1_gp135, ambos idénticos, o que néo ocorre com B2123_RS05445, por ser
exclusivo da profago do tipo 3. Genes cujos produtos estdo envolvidos na
ativacdo génica foram expressos (SC1l _gpll5 terminasse, SC1_gpl195
exonuclease, SC1 gp210 DNA polimerase A e SC1_gp220 helicase). A
auséncia de leituras para o gene SC1_gp090 (proteina principal do capsideo) e
SC1 _gpl10 (holina) no intestino do psilideo, indica auséncia de formacéo de
particulas virais. Entretanto, € baixa a similaridade de sequéncia entre
SC1_gp090 e o isolado 9PA de Las do Brasil (SILVA et al., 2021) e do isolado
CoFLP da Coléombia (WANG et al., 2021) e enquanto o genoma de Las do Brasil
nao estiver completamente sequenciado, a presenca deste gene nao pode ser
confirmada e a auséncia de expressdao em psilideos ndo € conclusiva. A
expressdo de SC2_gp020, que ndo seria esperada na auséncia do profago do
tipo 2, pode ser decorrente de rearranjo entre as regides 3’ e 5’ destes profagos,
visto que ambas partes estdo presentes no isolado tipo Las 9PA, indicando
rearranjos (SILVA et al., 2021). A expressao dos genes tardios, ou ‘late genes’,
em SC1, mesmo que nao seja de todos os genes preditos, foi marcante no

intestino do psilideo (Figure 5), demonstrando que a repressao de genes do
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profago no psilideo, ao menos no intestino, deva ser especifica, pois a holina
(SC1_gpl10) néo foi expressa, assim como genes adjacentes (JAIN et al.,
2017b).

Enquanto em Lso 44 genes para proteinas hipotéticas ndo foram
expressos no corpo de B. cockerelly (IBANEZ et al., 2014), em Las, 35 genes
que codificam proteinas hipotéticas ndo foram expressos no intestino de D. citri.
De forma semelhante, uma endonuclease do tipo VRR-NUC nao foi expressa em
ambos os genomas (CKC_RS01050 e B2123_RS05600). Nao foi identificada a
expressdo de quatro de cinco genes precedentes ao ponto de insercao do
profago do tipo 3 no cromossomo bacteriano (ZHENG et al., 2018).

A analise de mapeamento evidenciou uma quantidade expressiva de
genes de Las transcritos durante o processo inicial de colonizagéo do intestino
de D. citri. Sugere-se que estes genes sejam vitais para 0 sucesso da
colonizacéo da bactéria no inseto vetor, pois a cobertura de leituras aumentou
com o maior periodo de alimenta¢éo do psilideo em plantas infectadas com Las.
Vislumbra-se que estes achados possam auxiliar na evolugdo da compreensao
da expressédo de genes e interacdo de Las com o seu vetor. Sao informagdes
fundamentais na busca de alvos que possam ser utilizados em estratégias
biotecnoldgicas visando a inibicdo da multiplicacdo da bactéria no inseto vetor,

consequentemente impedindo a aquisi¢cao e transmissao de Las por D. citri.
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5 CONCLUSOES

i) O RNA-Seq a partir de amostras de intestinos de D. citri, foi uma técnica
eficiente para a identificagcdo de genes expressos nas primeiras fases de
colonizagdo da bactéria no psilideo, pois aproximadamente 95% dos genes

preditos no genoma de Las foram mapeados;

ii) A identificacdo de genes transcritos foi dependente do periodo de acesso a
aguisicdo, quanto maior o tempo em que O0S insetos permaneceram se

alimentando nas plantas, maior a cobertura do sequenciamento;

iii) Genes dos profagos SC1 e do tipo 3 séo expressos, de ambas regides inicial
e tardia nos profagos, sem, entretanto, caracterizar entrada no ciclo litico e dois

genes dos profagos figuram entre os dez mais expressos no transcriptoma.
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CAPITULO 3
Candidatus Liberibacter asiaticus E Candidatus Liberibacter americanus
EM COINFECQAO DE LARANJEIRA DOCE
E NA AQUISICAO POR Diaphorina citri
RESUMO

O HLB é considerado a doenca mais destrutiva dos citros, uma vez que nao
existem variedades comerciais resistentes, a doenca provoca reducdo
expressiva da producao e ndo existem métodos curativos. No Brasil, a doenca
esta associada a Candidatus Liberibacter americanus (Lam) e Ca. L. asiaticus
(Las), sendo Las cosmopolita e Lam restrita ao Brasil. A partir de 2007 houve a
mudanca da prevaléncia e Lam passou de espécie prevalente a ser
gradualmente menos comum, com Las atingindo médias superiores a 99% a
partir de 2014. Sao escassas as informacdes da interacdo de Lam com o
psilideo, principalmente da sua aquisi¢cao pelo psilideo, assim como a dinamica
de coinfeccdo de Las e Lam em plantas de citros e a aquisi¢ado nesta situacao.
Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a dinAmica da colonizacdo de
Las em laranjeira-doce onde Lam estava estabelecido, gerando situacdes de
dupla infeccdo. Além disso, avaliar a aquisi¢do pelo inseto, em plantas Lam, Las
ou em plantas com ambas as bactérias, e, notadamente, na fase assintomatica
da doenca. Observamos que Las se sobressai em relacdo a Lam em situacdes
em que a dupla infeccéo de plantas ocorre. Nos ensaios de aquisi¢ao pelo inseto,
Las também se sobressaiu em relacdo a Lam tanto em porcentagem de insetos
gPCR positivos para Las, quanto em valores médios de Ct. Nos ensaios de
aquisicdo em planta assintomatica, logo ap6s a inoculacdo por psilideos
infectivos, os niveis de deteccéo de Las nos psilideos foram superiores a 50%,
engquanto nos ensaios de Lam ndo passaram de 8%. A deteccdo de Lam em
novos fluxos vegetativos ocorreu a partir do estagio V3 dos brotos e a aquisigao
de Lam pelo psilideo atingiu taxas superiores a 80% entre 40 e 67 dias apds a
emergéncia dos adultos, indicando aquisi¢ao tardia pelo psilideo.

Palavras-chaves: Diaphorina citri; Huanglongbing, Citrus sinensis, prevaléncia

bacteriana.
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Candidatus Liberibacter asiaticus AND Candidatus Liberibacter
americanus IN NURSERY TREES CO-INFECTION AND ACQUISITION BY
ASIAN CITRUS PSYLLID
ABSTRACT

HLB is the most destructive citrus disease worldwide, since there are no resistant
commercial varieties, the disease causes a significant reduction in production
and there are no curative methods. In Brazil, the disease is associated with
Candidatus Liberibacter americanus (Lam) and Ca. L. asiaticus (Las), Las being
cosmopolitan and Lam restricted to Brazil. Since 2007, there was a change in
prevalence, and Lam gradually became less common, with Las reaching
prevalence with averages greater than 99% since 2014. There is little information
on the interaction of Lam with the Asian citrus psyllid (ACP), particularly on its
acquisition by ACP, as well as the dynamics of Las and Lam coinfection in citrus
plants and their acquisition by psyllids. The objectives of the study were to
evaluate the dynamics of Las colonization in sweet orange trees where Lam was
firstly established and the occurrence of double infection. In addition, we
assessed the acquisition by ACP, in plants infected with Lam, Las or both
bacteria, and, notably, in the asymptomatic phase of the disease. We observed
that Las stands out in relation to Lam in situations where the double infection of
plants occurs. For ACP acquisition assays, Las also stood out in relation to Lam,
in both the percentage for Las positive and in bacterial titer. In the assessment of
acquisition in asymptomatic plants, short after psyllid inoculation, the detection
level of Las in the psyllids were higher than 50% for Las, while in the Lam assays
was lower than 8%. The Lam detection in new vegetative flushes started in the
V3 stage, and psyllid acquisition of Lam reached levels above 80% between 40

and 67 days after the emergence of adults, indicating a late ACP infection.

keywords: Diaphorina citri; Huanglongbing, Citrus sinensis; bacterial

prevalence.
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1 INTRODUCAO

A citricultura mundial enfrenta um cenario de prejuizos econémicos devido
a incidéncia do greening ou Huanglongbing (HLB), considerado a doenga mais
preocupante em funcéo da dificuldade de controle (BOVE, 2006).

O HLB estd associado a trés espécies de bactérias Gram-negativas,
restritas ao floema das plantas da familia Rutaceae e pertencentes ao género
‘Candidatus’ Liberibacter, sendo elas: ‘Candidatus Liberibacter americanus’
(Lam), ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Las) e ‘Candidatus Liberibacter
africanus’ (Laf). Las é uma espécie cosmopolita presente no Brasil; Lam €&
exclusiva do Brasil e Laf é restrita ao continente africano (JAGOUEIX et al., 1994;
Teixeira et al., 2005; BOVE, 2006; PIETERSEN et al., 2010), sendo Las e Lam
transmitidas pelo inseto vetor Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)
(TEIXEIRA et al., 2010).

Este inseto era considerado uma praga secundaria na citricultura
brasileira, até a sua associacdo a transmissdo do HLB. Desde 2004,
principalmente pelo fato de transmitir o HLB de plantas doentes para plantas
sadias, é considerado uma das principais pragas da cultura, e esta presente nos
pomares durante todo o ano. Sao observados maiores picos populacionais
principalmente em periodos quentes e imidos, como consequéncia da emisséo
de novos fluxos vegetativos nas plantas de citros (YAMAMOTO et al., 2001). A
dispersdo de psilideos ocorre com maior frequéncia no final do inverno e
primavera no cinturdo citricola paulista, periodo em que ocorrem novas
brotacdes (ZORZENON et al.,, 2020). Estes sdo fatores adequados para a

reproducao do inseto (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018).
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Além da maior atencdo dada para o inseto, principalmente no que diz
respeito ao manejo e controle populacional, que exigem a ado¢do do manejo
conjunto dos produtores (BASSANEZI et al., 2020), existe a necessidade da
compreensao de suas interagdes com as bactérias associadas ao HLB. Diversos
trabalhos avaliam a interacdo de Las com o psilideo, fatores como aquisicéo e
multiplicacdo dessa bactéria no inseto sdo bem elucidados (AMMAR et al.,
2016). Para Lam, estéo disponiveis poucos trabalhos a respeito de sua interacéo
com o vetor, principalmente no que diz respeito a aquisicdo (NASCIMENTO,
2010).

Uma caracteristica importante, que dificulta o controle dessa doenca, é o
tempo que decorre entre a inoculagdo da bactéria e o inicio da manifestacao dos
sintomas foliares, ocorrendo entre quatro a cinco meses apos a inoculacao das
plantas (LOPES & FRARE, 2008; CANALE et al., 2017). Nesse periodo
assintomatico, é possivel que o inseto adquira a bactéria. Durante o periodo em
que fémeas de D. citri ovipositam e alimentam-se nos fluxos vegetativos, pode
ocorrer a inoculacdo de Las em plantas citros, caso a fémea esteja infectada por
Las e tenha passado o periodo de laténcia. Ninfas que emergem nesses fluxos
podem adquirir a bactéria enquanto passam pelos demais instares até atingirem
a fase adulta (LEE et al.,, 2015). O adulto alado é o responsavel pela
disseminacédo de Liberibacter entre as plantas. E importante ressaltar a baixa
taxa de transmisséo ovariana de Las por D. citri (PELZ-STELINSKI et al., 2010).
A frequéncia de aquisi¢cao de Las pela progénie do psilideo na fase assintomatica
variou de 0 a 83% dos individuos (LEE et al., 2015). No modelo proposto em que
a alimentacdo (inoculacdo) por adulto infectivo no broto infecta

subsequentemente as ninfas desse mesmo broto, pomares inteiros podem ser
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infectados em meses (LEE et al, 2015). A importancia da aquisicéo
assintomatica nao foi avaliada no caso de Lam, o qual tem menores titulos em
citros do que Las (LOPES et al., 2009b).

Lam foi a espécie prevalecente no Brasil desde seu primeiro relato, em
2004, até 2006. A partir desse momento houve uma inversdo no predominio
entre Lam e Las, com Las prevalecendo no parque citricola do Estado de Séo
Paulo (TEIXEIRA et al., 2005,2008; LOPES et al., 2009; BASSANEZI et al., 2020;
Nelson A. Wulff, dados n&o publicados — vide Figura 2 — Introdug&o). E sabido
que a prevaléncia de Las a Lam no parque citricola do Estado de S&o Paulo esta
associada a fatores como: a maior toleréncia de Las a altas temperaturas, bem
como maior taxa de multiplicacdo em ambos os hospedeiros, planta e psilideo
(LOPES et al. 2009; NASCIMENTO, 2010; BASSANEZI et al., 2020). No entanto,
esses fatores, mesmo plausiveis para explicar o maior titulo bacteriano de Las
na planta hospedeira e inseto vetor, ndo explicam a infeccdo primaria e/ou
secundaria de apenas uma espécie. Ou seja, mesmo com menor inéculo de Lam
em relacdo a Las nas plantas no campo, tal fato ndo explica a inibicdo da
disseminagcéo de Lam para outras plantas, ao ponto de praticamente eliminar
Lam nos pomares paulistas.

Nossa hipotese, no sentido de prevaléncia bacteriana, € que Las
sobressaia-se em relagcdo a Lam em situacéo de dupla infec¢do/colonizagéao. A
competicdo pode estar associada a disputa por espaco e nutrientes, além da
maior concentracdo de Las em relacdo a Lam. Estas situacfes trazem vantagens
a multiplicacédo de Las e/ou vantagens quanto a aquisicéo de Las em relagcéo a
Lam por D. citri, favorecendo sua disseminacao para outra planta e progressao

da epidemia de Las. No presente trabalho, foram realizados ensaios em
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condicbes controladas que permitam avaliar a aquisicdo de plantas
assintomaticas e a colonizacdo dupla de Lam e Las em situacdes de predominio

inicial da populacdo de Lam em relagéo a Las.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a aquisicdo de Las e Lam por Diaphorina citri em situacdes de
infeccéo simples e dupla infeccéo de laranjeira doce e a dinamica da colonizacao

de Las inoculada por psilideos em plantas previamente infectadas com Lam.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Avaliar a aquisi¢ao pelo inseto vetor Diaphorina citri, a partir de plantas de
laranjeiras doce em infeccéo simples e em dupla infeccdo (Lam e Las);

2.2.2 Avaliar a prevaléncia entre Las e Lam em laranjeira doce em ensaios de

dupla infeccao;

3 MATERIAL E METODOS
Avaliacdo da aquisicao de Ca. Liberibacter americanus e Ca. Liberibacter
asiaticus pelo psilideo D. citri em infeccdo simples e infeccdo sequencial das

bactérias em laranjeira doce.



90

3.1Condi¢cbes dos ensaios de aquisi¢do em plantas sintoméaticas e plantas

assintomaticas

3.1.1 Criacéao de Diaphorina citri

Os adultos de D. citri utilizados nos ensaios foram provenientes de uma
colénia livre de Ca. Liberibacter spp., mantida por diversas geracfes em casa
de vegetacdo no Fundecitrus. A criacdo foi realizada em gaiolas,
confeccionadas com arestas metalicas e revestidas com tela antiafidica (malha
de 200 mesh). Para a criacao, plantas de M. paniculata originadas de sementes
foram podadas a 30 cm de altura para estimular a emissao dos brotos. Apos a
brotacdo (0,5 a 1,0 cm de comprimento), as plantas foram colocadas nas
gaiolas e liberados 400 adultos com 10-15 dias apos a emergéncia. Os adultos
foram mantidos nas gaiolas por sete dias (oviposicéo). Decorrido esse periodo,
os adultos foram removidos e as plantas com o0s ovos mantidas nas gaiolas até
a obtencdo da progénie de adultos.

Gaiolas com plantas de murta contendo ninfas de quarto e quinto instares
de D. citri foram transportadas para uma sala climatizada (temperatura de 25 +
2 °C, UR de 60 £ 10% e fotoperiodo de 14 h luz/10 h escuro) para emergéncia
dos adultos e manutencdo dos insetos em condicbes ambientais similares ao
utilizado nos ensaios. Machos e fémeas recém-emergidos foram removidos das
gaiolas a cada 48 horas e confinados em plantas de M. paniculata revestidos
com tecido tipo tule para acasalamento e controle de idade dos insetos. A idade
dos insetos utilizados em cada ensaio foi abordada nos itens de descricdo de

cada experimento.
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3.1.2 Plantas fonte com Candidatus Liberibacter asiaticus ou Ca. L.
americanus

Plantas de laranjeira doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck] variedade
Valéncia, enxertadas em ‘limoeiro Cravo’ [(Citrus limonia (L.) Osbeck)], foram
mantidas em casa de vegetacdo, em sacolas de 4 ou 7 L contendo substrato a
base de casca de pinus decomposta (Plantmax citrus, Eucatex, Paulinia, SP,
Brasil). Estas plantas estavam i) sadias, nas quais ndo houve inoculacao de Ca.
Liberibacter ssp.; ii) infectadas com Ca. L. asiaticus ou iii) infectadas com Ca. L.
americanus, mediante enxertia de borbulhdo (LOPES & FRARE, 2008). A
auséncia de infeccéo (plantas sadias) ou infeccéo por Lam ou Las foi confirmada
multiplas vezes apls a enxertia através de analise de gPCR (LI et al., 2006) e
serdo descritas nos ensaios de aquisicdo como plantas sadias, fonte de Lam ou

fonte de Las, respectivamente.

3.1.3 Plantas de laranja doce para a aquisicao assintomatica de Candidatus
Liberibacter asiaticus ou de Ca. L. americanus com a progénie infectiva de
Diaphorina citri

Para os ensaios de aquisicdo assintomatica foram utilizadas plantas
sadias i) mudas produzidas em sacolas plasticas de 4 L, copa de laranjeira doce,
enxertadas em limoeiro Cravo, ou ii) mini mudas com a mesma combinacgéo
copa/porta enxerto, porém produzidas em tubetes com volume de 280 mL,
mantidas em bandejas. Ambos recipientes contendo substrato a base de casca

de pinus decomposta (Plantmax citrus, Eucatex, Paulinia, SP, Brasil).
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3.1.4 Deteccdo de Candidatus Liberibacter asiaticus e Ca. L. americanus
em Diaphorina citri

A presenca de Lam ou Las ou ambos foi realizada com gPCR para
psilideos individualizados. A deteccdo da presenca de Las ou Lam, ou ambas as
bactérias nos psilideos foi realizada seguindo o protocolo descrito em WULFF et
al. (2020). Nas reacdes de gPCR, utilizou-se o kit TagMan gPCR Master Mix
(Ambion/ThermoFisher Scientific), monitorando-se a presenca do 16S rDNA de
Las e Lam com os iniciadores HLBas (5" GTCGAGCGCGTATGCAA-TACG 3’),
HLBam (5 GAGCGAGTACGCAAGTACTAG 3’), respectivamente, com o0
iniciador HLBr (5° CTACCTTTTTCTACGGGATAACGC 3’) a sonda HLBp (%’
AGACGGGTGAGTAACGCG 3') (5'FAM/3'BHQ1, Macrogen, Seul, Coréia do
Sul) (LI et al., 2006) e do gene ‘wingless’ que foi utilizado como controle interno
da qualidade das amostras do DNA do psilideo, com iniciadores DCF (5
TGGTGAAGATGGTTGTGATCTGATGTG 3), DCR (5
AGTGGCAGCACCTTGCCA 3) e a sonda DCP (5-
TGTGGGCGAGGCTACAGAAC-3’) (5’HEX/3'BHQ1, Macrogen) para o
monitoramento da presenca do DNA de D. citri (MANJUNATH et al., 2008).

Cada reacéao foi composta por 6 pl de TagMan® qPCR Master Mix, HLBas
ou HLBam (0,5 uM), HLBr (0,5 pM), (HLBp.0,2 yM) para a amplificacéo da regido
16S rDNA de Las ou Lam, e dos iniciadores DCF e DCR (0,35 uM) e a sonda
DCP (0,2 yM) para a amplificacado do gene ‘wingless’ de D. citri, e 3 yL do DNA
gendmico das amostras de DNA dos psilideos, totalizando 12 pL de volume final
em cada reacgdo. Foram utilizados controles negativos (amostras de DNA de
psilideos sadios) e controles positivos (DNA de psilideos positivos para Ca. L.

asiaticus ou Ca. L. americanus). O ciclo utilizado consistiu na desnaturagéo inicial
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a 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
e 60°C por 60 segundos nas fases de anelamento e extenséao.

O threshold das sequéncias alvo foi ajustado manualmente no software
StepOnePlus versdo 2.3 (ThermoFisher Scientific). Foram considerados
positivos para Las e ou Lam, amostras de insetos com valores de Ct igual ou

menores do que 35,0.

3.1.5 Condi¢cdes ambientais dos ensaios de aquisicdo de Candidatus
Liberibacter asiaticus e Ca. L. americanus por Diaphorina citri e
nomenclatura para classificacdo da geracao dos psilideos

Todos 0s ensaios de aquisicdo descritos a seguir, foram realizados em
condi¢cbes controladas, com temperatura de 26 °C + 2, umidade relativa a 70%
+ 5; e fotoperiodo de 14h/10h de luz/escuro.

A idade dos psilideos utilizados em cada ensaio é abordada
especificamente em cada experimento.

Psilideos sadios adultos criados em plantas de murta (item 3.1.1.1) e que
foram transferidos para plantas fonte para Lam ou Las s&o descritos como
parentais.

A progénie de psilideos que foi gerada em plantas fonte para Lam e/ou
Las sdo descritos como progénie F1.

A progénie de psilideos que foi gerada a partir da geracéo F1 é descrita

como progénie F2.

3.2 Ensaios de aquisi¢cado de Candidatus Liberibacter americanus e Ca. L.

asiaticus por Diaphorina citri
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3.2.1 Experimento 1: Aquisi¢cao de Candidatus Liberibacter americanus por
adultos sadios de Diaphorina citri

Psilideos adultos com 7 a 10 dias ap6s emergéncia foram confinados em
plantas fonte para Ca. L americanus com folhas maduras no estagio V6
(CIFUENTES-ARENAS et al., 2018) e apresentando sintomas tipicos de HLB.
Os insetos tiveram 12 dias de acesso a aquisicao (DAA) (Figura 1). Os ensaios
foram repetidos quatro vezes ao longo do tempo, foram confinados 30 psilideos
na repeticdo 1.1, nos demais, 20 psilideos por planta e foram utilizadas seis,
cinco, quatro e seis plantas respectivamente para os experimentos 1.1, 1.2, 1.3

eld.

Figura 1. Esquema da instalacdo e conducao dos experimentos de aquisi¢cao de
Candidatus Liberibacter americanus por Diaphorina citri em plantas de laranjeira
doce com folhas maduras, sintoméaticas e qPCR positivas para Lam. DAA: dias

de acesso a aquisicao.

Psilideo
Sadio
(Parental) 12 dias

N ! .4(.._: V 0
JiESY ol (DAA)
: g gPCR dos
|:> insetos

Planta sintomatica (Lam)

Colénia estoque

(Fonte: o autor)
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Avaliou-se a porcentagem de psilideos com presenca de Lam e o Ct

médio para os insetos mantidos por 12 DAA nas plantas fonte de inéculo Lam.

3.2.2 Experimento 2: Aquisicdo sequencial de Candidatus Liberibacter
americanus por uma progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte
de Ca. L. asiaticus

Psilideos adultos com 20 dias apés emergéncia foram confinados em
plantas fonte para Las em fluxos vegetativos em estagio V2/V3, com
aproximadamente 14 dias apds a poda (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018).
Foram confinados em média 10 psilideos sadios por broto, os quais tiveram 12
dias de acesso a aquisi¢do (DAA) (Figura 2) e nesse periodo houve ovoposicao.
Os adultos foram removidos da planta fonte Las. A progénie F1 desenvolveu-se
e foi mantida na mesma planta até completarem 20 dias de emergéncia dos
adultos, tempo superior ao periodo de laténcia de Las no inseto (CANALE et al.,
2017). Psilideos criados nas condi¢cdes ambientais e em plantas fonte de Las
como as descritas, tem frequéncia médias de aquisi¢cdo de Las acima de 80%,
assim como taxas de infectividade também acima de 80% (Lopes SA,
Fundecitrus, comunicac¢do pessoal). Em seguida, os 50 psilideos adultos da
geracdo F1 foram transferidos para plantas fontes de Lam contendo fluxos
vegetativos naturais, sem estimulo por poda e que apresentavam
predominantemente folhas maduras sintomaticas. Apds 12 dias nas plantas
Lam, os psilideos vivos foram coletados e analisados individualmente por gPCR
quanto a presenca das bactérias Las e Lam (Figura 2).

O experimento foi repetido por duas vezes, com duas (experimento 2.1)

ou quatro (experimento 2.2) plantas Lam. Avaliou-se a porcentagem de psilideos
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com presenca de Las e/ou Lam e o Ct médio para os insetos mantidos por PAA

de 12 dias nas plantas Lam.

Figura 2. Esquema representativo dos experimentos de aquisicdao de Ca. L
americanus (Lam) por Diaphorina citri criados em plantas fontes para Ca. L.
asiaticus e transferidas para plantas com Lam com fluxos vegetativos naturais
contendo predominantemente folhas maduras sintomaticas.

PAI: Periodo de acesso a inoculagdo /PAA: Periodo de acesso a aquisi¢do

Psilideo p—

Sadio
(Parental)

12 dias
(Parental)

Desenvolvimento
de ovos/ninfas

Col6nia estoque
Planta Las

12 dias
PAA (F1)

gPCRdos
insetos - s

(Fonte: o autor)

3.2.3 Experimento 3: Aquisicdo sequencial de Candidatus Liberibacter
americanus por uma progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte
de Ca. L. asiaticus e aquisi¢cdo assintomatica de Ca. L. asiaticus e/ou Ca. L.
americanus pela progénie F2 de D. citri

Psilideos de geracdo F1 criados em plantas fonte de Las foram obtidos
conforme descrito no item 3.2.2 (Experimento 2) e apos 20 dias de emergéncia,
50 adultos foram transferidos e aprisionados com voil em cada planta com Lam

com broto no estagio V2/V3. A brotacdo nas plantas com Lam foi induzida por
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poda. Os psilideos F1 foram mantidos por 12 dias nas plantas Lam para acesso
a aquisicdo. Em seguida, somente os insetos vivos foram coletados e foi avaliada
a porcentagem de psilideos com presenca de Las e/ou Lam e o Ct médio. O
experimento foi repetido duas vezes, com 19 (experimento 3.1) ou 20
(experimento 3.2) plantas Lam (Figura 3).

Apéds a remocao dos psilideos da geracdo F1 das plantas Lam, observou-
se a presenca de ovos em brotos jovens. Com isso, foi avaliada a taxa de
aquisicdo na nova geracao de psilideos (F2). Apés a emergéncia dos primeiros
psilideos adultos, estes foram mantidos confinados nas mesmas plantas por um
periodo de 20 dias (aquisicdo e laténcia). Em seguida, os insetos vivos foram
coletados e analisados individualmente por gPCR para a presenca de Las e/ou
Lam e o Ct médio (Figura 3). No caso de Lam foi aquisicdo em planta sintomética
(YAMAMOTO et al., 2006) e no caso de Las a aquisicdo € no formato de planta
assintomatica (LEE et al., 2015), reproduzindo a condicdo epidemiol6gica do

HLB no estado de Sdo Paulo entre os anos de 2004 e 2006.
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Figura 3. Esquema representativo dos ensaios de aquisicdo de Candidatus L.
americanus (Lam) por Diaphorina citri criados em plantas positivas para Ca. L.
asiaticus e transferidas para plantas positivas para Lam com brotacfes jovens
induzidos por poda manual. Avaliacéo das geracfes de F1 e F2 de Diaphorina

citri.

PAI: Periodo de acesso a inoculagdo /PAA: Periodo de acesso a aquisi¢do
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3.2.4 Experimento 4: Aquisicdo de Candidatus Liberibacter americanus por
uma progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte de Ca. L.
americanus e aquisicao assintomatica de Ca. L. americanus pela progénie
F2 de D. citri

Psilideos de geracéo F1 criados em plantas fonte de Lam de forma como
conforme descrito no item 3.2.2 (Experimento 2), exceto que a brotacéo nas
plantas com Lam foi induzida por poda, gerando uma progénie de D. citri F1 que
foi gerada em planta Lam. Apdés 20 dias de emergéncia, adultos foram
transferidos e aprisionados com voil em cada planta sadia com broto no estagio

V2/V3. O experimento foi repetido quatro vezes, com 6 mudas sadias cada uma
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com 50 psilideos F1 (experimentos 4.1 e 4.2) ou 27 mini mudas sadias cada uma
com 10 psilideos F1 (experimentos 4.3 e 4.4) sadias (Figura 4). Os psilideos F1
foram mantidos por 12 dias nas plantas sadias para acesso a inoculacao (PAl).

Apbés a remocdo dos psilideos da geracdo F1 das plantas sadias,
observou-se a presenca de ovos em brotos jovens. Com isso, foi avaliada a taxa
de aquisicdo assintomatica na nova geracdo de psilideos (F2). Apdés a
emergéncia dos primeiros psilideos adultos, estes foram mantidos confinados
nas mesmas plantas por um periodo de 20 dias (aquisicdo e laténcia). Em
seguida, os insetos vivos foram coletados e analisados individualmente por

gPCR para a presenca de Lam e o Ct médio (Figura 4).

Figura 4. Esquema da instalacdo e conducao dos experimentos de aquisi¢cao de
Diaphorina citri nas geracdes F1 e F2, a partir de psilideos criados em plantas
positivas para Ca. L americanus e transferidos para plantas sadias.

- PAI: Periodo de acesso a inoculagdo /PAA: Periodo de acesso a aquisi¢do
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3.2.5 Experimento 5: Aquisicdo de Candidatus Liberibacter asiaticus por
uma progénie de Diaphorina citri gerada em planta fonte de Ca. L. asiaticus
e aquisicdo assintomatica de Ca. L. asiaticus pela progénie F2 de D. citri
Psilideos de geracdo F1 criados em plantas fonte de Las da forma como
descrito no item 3.2.2 (Experimento 2), exceto que a brotacdo nas plantas fonte
foi induzida por poda, gerando uma progénie de D. citri F1 em planta Las. Apos
20 dias de emergéncia, adultos foram transferidos e aprisionados com voil em
cada planta sadia com broto no estagio V2/V3. Foram realizados dois ensaios
distintos: avaliando a geracdo F1 do inseto em 3 experimentos (5.1,5.2e 5.3) e
avaliando a geragdo F1 e F2 dos psilideos: com 20 mudas sadias com 50
psilideos F1 (experimento 5.4) ou 27 mini mudas sadias cada uma com 10
psilideos F1 (experimentos 5.5) (Figura 5). Os psilideos F1 foram mantidos por

12 dias nas plantas sadias para acesso a inoculagao (PAl).

Figura 5. Esquema da instalacdo e conducao dos experimentos de aquisi¢cao de
psilideos nas geragbes F1 e F2, a partir da criagdo dos insetos em plantas
positivas para Ca. L asiaticus e transferidos para plantas sadias.
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Apbés a remocdo dos psilideos da geracdo F1 das plantas sadias,
observou-se a presenca de ovos em brotos jovens. Com isso, foi avaliada a taxa
de aquisicdo assintomatica na nova geracdo de psilideos (F2). Apds a
emergéncia dos primeiros psilideos adultos, estes foram mantidos confinados
nas mesmas plantas por um periodo de 20 dias (aquisicdo e laténcia). Em
seguida, os insetos vivos foram coletados e analisados individualmente por

gPCR para a presenca de Las e do Ct médio (Figura 5).

3.2.6 Experimento 6: Aquisicdo de Liberibacter por uma progénie de
Diaphorina citri gerada em planta fonte com Candidatus Liberibacter
asiaticus e Ca. L. americanus e aquisicao assintomatica de Liberibacter
pela progénie F2 de D. citri

Psilideos de geracédo F1 criados em plantas fonte com coinfec¢éo de Las
e Lam da forma como descrito no item 3.2.2 (Experimento 2), em brotacdes
espontaneas nas plantas fonte, gerando uma progénie de D. citri F1. Apés 20
dias de emergéncia, dez adultos foram transferidos e aprisionados com voil em
plantas sadias com broto no estagio V2/V3. O experimento teve 19 réplicas, com
mini mudas sadias cada uma com 10 psilideos F1. Os psilideos F1 foram
mantidos por 12 dias nas plantas sadias para acesso a inoculagao (PAl) (Figura

6).
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Figura 6. Esquema da instalacdo e conducao dos experimentos de aquisi¢cao de
psilideos nas geracdes F1 e F2, a partir da criagdo dos insetos em plantas

positivas para Ca. L asiaticus e Ca. L. americanus.

PAI: Periodo de acesso a inoculagdo PAA: Periodo de acesso a aquisigdo
S

Psilideo
Sadio
(Parental)

12 dias
PAA

Eclosdo de ovos e
desenvolvimento
de ninfas

Colénia estoque PRy

Eclosdo de ovos e | Plantalam

desenvolvimento e las Planta Lam
de ninfas e Las
— B
F1-12 dias Transferenc1a da
(qPCR) ' Emergéncia
F2-20 dias (_// dos adultos
(GPCR) PAA
Planta sadia 20 dlas apésa planta Lam
emergéncia elas

(Fonte: o autor)

Apos a remocdo dos psilideos da geracdo F1 das plantas sadias,
observou-se a presenca de ovos em brotos jovens. Com isso, foi avaliada a taxa
de aquisicdo assintomatica na nova geracdo de psilideos (F2). Ap6s a
emergéncia dos primeiros psilideos adultos, estes foram mantidos confinados
nas mesmas plantas por um periodo de 20 dias (aquisi¢do e laténcia). Em
seguida, os insetos vivos foram coletados e analisados individualmente por

gPCR para a presenca de Las e Lam e do Ct médio (Figura 6).
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3.2.7 Experimento 7: Curva de aquisicao de ‘Candidatus Liberibacter
americanus’ pela progénie de Diaphorina citri desenvolvida em planta fonte
ao longo do tempo

A avaliagdo da evolucdo da aquisicdo de Lam foi realizada por meio de
amostragens temporais de psilideos que se desenvolveram em plantas positivas
para Ca. Liberibacter americanus.

O ensaio foi composto por quatro plantas, sendo cada planta considerada
uma repeticdo. Anteriormente a realizacdo do ensaio, as plantas foram
submetidas a poda manual para inducdo de novos fluxos vegetativos, para a
oviposicao de D. citri em brotos jovens, aproximadamente 14 dias ap0s a poda,
momento em que as brotacfes estavam no estagio V2/V3, preferencial para a
oviposicao por D. citri (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018). Para a oviposigao,
10 psilideos adultos sadios, com aproximadamente 20 dias apds emergéncia e
acasalados (parentais) foram confinados em cada planta. ApGs a ovoposicao 0s
adultos foram removidos (semelhante ao ilustrado na Figura 1). A partir da
presenca de ninfas de 5° instar (tempo zero), foram realizadas amostragens
periddicas dos insetos emergidos vivos aos cinco, 10, 15, 30, 38, 44, 53 e 67
dias. Em cada amostragem, cinco insetos de cada planta foram coletados,
totalizando 20 insetos e cada inseto foi considerado como uma repeticdo. Os
insetos vivos foram coletados e analisados individualmente por gPCR para a

obtencéo de valores de Ct e determinacéo da presenca de Lam.
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3.2.8 Analise dos dados

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
dados de Ct médio (itens 3.2.1 a 3.2.7) de D. citri foram submetidos ao teste de
Barlett, Shapiro-Wilk e Kolgomogorov-Smirnov para andlise de normalidade.
Como ndo atenderam esse pressuposto, as médias foram comparadas por
testes ndo-parameétricos. Adotou-se o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (p<0,05)
para comparacdo de médias de dois tratamentos e o teste de Kruskall-Wallis

(método de Dunn) (p<0,05) quando multiplas comparag¢des foram realizadas.

3.3 Amostragem de fluxos vegetativos de laranjeira doce positivas para
Candidatus Liberibacter americanus

Plantas de laranjeira doce foram enxertadas com borbulhdes positivos
para Ca. L. americanus. Os procedimentos de enxertia foram conduzidos
conforme descrito por LOPES & FRARE (2008).

O experimento foi composto pelos seguintes tratamentos: laranjeira doce
(‘Valéncia’ enxertada sobre ‘Lim&o cravo’) utilizadas como controle, enxertadas
com borbulhdes sadios (n= 10 plantas) e plantas Lam enxertadas com
borbulhdes de laranjeiras doce positivas para Ca. L. americanus (n= 9 plantas).

As amostragens das plantas iniciaram-se cerca de seis meses apos a
enxertia. Para isso, as plantas foram podadas a 30 cm acima da base do caule
e a partir do aparecimento de novos fluxos vegetativos, estes foram coletados
de cada planta e analisados por gPCR para a presenca de Lam nas amostras,
confirmada pela amplificacdo da regido 16S rDNA da bactéria segundo o
protocolo descrito por LI et al. (2006). A classificacdo dos brotos nos diferentes

estadios vegetativos foi feita de acordo com CIFUENTES-ARENAS et al., (2018).
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3.4 Prevaléncia de Candidatus Liberibacter americanus e Candidatus
Liberibacter asiaticus em plantas fonte de Ca. L. americanus, apoés
inoculacdo de Ca. L. asiaticus por progénie de Diaphorina citri gerada em
planta fonte de Ca. L. asiaticus

As plantas fontes de Lam foram produzidas da maneira como descritas no
item 3.1.2. Para a conducdo dos experimentos, dois lotes de plantas que
apresentavam sintomas de HLB foram utilizadas, permitindo a condugéo de dois
ensaios. Durante a condugédo dos experimentos, as plantas permaneceram em
casa de vegetacao, com monitoramento da temperatura (Apéndice A).

A inoculagéo de plantas Lam com Las foi realizada por progénie de D. citri
criados em plantas fonte de Las (formato da geracdo de progénie infectada com
Las como na Figura 5). Cada ensaio foi composto pelos seguintes tratamentos:
i) plantas sadias (controle); ii) plantas sadias inoculadas com psilideos infectados
por Las, iii) plantas Lam, e iv) plantas Lam inoculadas com psilideos infectados
por Las, gerando dupla infec¢do (Lam e Las), foram confinados 50 psilideos por
planta.

Para a avaliacdo da evolucao da infeccéo de Las e Lam nas plantas, os
ramos da copa das plantas foram identificados e avaliados individualmente
guanto a presenca de ambas as bactérias, as coletas foram realizadas em um
intervalo médio de 6 meses.

A extracdo do DNA do material vegetal coletado, foi feita de acordo com
o protocolo CTAB (MURRAY & THOMPSON, 1980, modificado por TEIXEIRA et
al., 2005). A deteccdo de Lam e/ou Las foi feita baseada em sequencias

especificas da regido 16S rDNA de Ca. L. asiaticus e Ca. L americanus (LI et al.,
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2006). Nas reacdes de gPCR, foi utilizado um Kit TagMan qPCR Master Mix
(Ambion) baseada em sequencias especificas da 16S rDNA de Ca. L. asiaticus
e Ca. L. americanus. As quantidades utilizadas para cada reacao estao descritas
a segquir: 6,0 yL Master mix [1x], os primers de Ca. L. asiaticus HLBas (5’
GTCGAGCGCGTATGCAA-TACG 3) e HLBam (5
GAGCGAGTACGCAAGTACTAG 3) [0,5 uM] e HLBr (5
CTACCTTTTTCTACGGGATAACGC 3’) [0,5 pM], a sonda HLBp (5
AGACGGGTGAGTAACGCG 3) [0,2 uM], 1 yL do DNA gendmico, completou-se
a reacdo com 3,32 uL de agua ultrapura, totalizando 12 uL por reacao.

Para amplificagdo do DNA, o ciclo utilizado consistiu na desnaturagéo
inicial a 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 58°C por 45 segundos nas fases de anelamento e extensdao. Foram
utilizados controles negativos (amostras de plantas sadias sem o DNA da
bactéria) e controles positivos (DNA genémico de plantas fontes com Ca. L.
asiaticus ou Ca. L. americanus). A amplificacdo via gPCR foi feita em
equipamento StepOnePlus thermocycler (Applied Biosystems). Foram
considerados positivos os valores de Ct obtidos por g°PCR quando estes eram <

35,0.
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4 RESULTADOS
4.1 Ensaios de aquisicao de Candidatus Liberibacter americanus e Ca. L.

asiaticus por Diaphorina citri

4.1.1 Experimento 1: Aquisi¢cao de Candidatus Liberibacter americanus por
adultos sadios de Diaphorina citri em laranjeira-doce

As taxas médias de aquisicdo de Lam por psilideos expostos a 12 DAA
em folhas maduras foram de 38,3; 22,0; 53,1 e 48,4% nos experimentos 1.1, 1.2,
1.3 e 1.4, respectivamente. Os valores médios de Ct para Lam observados em
psilideos individualizados foram de 33,37 + 0,17; 33,51 + 0,38; 33,77 £ 0,22 e

33,30 + 0,18 nos experimentos 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4, respectivamente (Figura 7).

Figura 7. Porcentagem média (A) e Ct médio (B) de Candidatus Liberibacter
americanus em adultos de Diaphorina citri com 12 dias de acesso a aquisi¢do
(DAA) em planta fonte de Ca. L. americanus com folhas maduras e sintomaticas.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Kruskal

Wallis/Dunn a 5% de probabilidade.
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4.1.2 Experimento 2: Aquisicdo cruzada de Candidatus Liberibacter
americanus por Diaphorina citri: criagdo em laranjeiras-doce positivas para
Candidatus Liberibacter asiaticus e transferidos para fluxos vegetativos
naturais de laranjeiras-doce positivas para Ca. L. americanus: analise da
geracgéo F1

A porcentagem média de aquisicdo de Las e/ou de Lam pela progénie de
psilideos (geracdo F1) gerados em planta fonte Las e que teve 12 dias de
confinamento em plantas fonte de Lam, foi de 82,9% dos psilideos com ambas
as bactérias (coinfeccao de Las e Lam) 1,4% com Lam e 15,7% dos psilideos
com Las no experimento 2.1 (Figura 8A). O Ct médio de Las e Lam em psilideos
que tinham ambas as bactérias (coinfectados) foi de 27,10 + 0,58 para Las e
30,63 £ 0,25 para Lam (Figura 8B). Em psilideos com infec¢do simples (Las ou
Lam), o Ct médio observado para Las foi de 26,50 + 0,81, enquanto somente um
psilideo foi positivo para Lam, com Ct de 29,12 (Figura 8B).

No experimento 2.2, a porcentagem média de aquisi¢cao na geracao F1 foi
de 65,5% para psilideos com ambas as bactérias (coinfeccdo de Las e Lam) e
34.5% para Las (Figura 8C). N&do houve detecc¢éo isolada de Lam em psilideos.

O Ct médio de Las e Lam em psilideos com ambas as bactérias
(coinfectados) foi de 21,16+ 0,45 para Las e 31,97 + 0,20 para Lam (Figura 9D).
Em psilideos com infeccdo simples por Las, o Ct médio observado foi de 21,91

+ 0,62 (Figura 8D).
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Figura 8. Porcentagem (A e C) e Ct médio (B e D) no experimento 2.1 (Ae B) e
no experimento 2.2 (C e D), de Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) e
Candidatus Liberibacter americanus (Lam) em adultos de Diaphorina citri
gerados em plantas fonte de Las (geragcao F1) e posteriormente confinados e
mantidos por 12 dias em planta fonte de Lam contendo folhas maduras e
sintométicas. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste

Kruskal Wallis/Dunn a 5% de probabilidade.
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4.1.3 Experimento 3: Aquisicdo cruzada de Candidatus Liberibacter
americanus por Diaphorina citri: criagdo em laranjeiras-doce positivas para
Candidatus Liberibacter asiaticus e transferéncia para brotacdes induzidas
por poda em laranjeiras doce positivas para Ca. L. americanus: analise das
geragcdes Fl e F2

No experimento 3.1, a porcentagem média de aquisicdo de Las e/ou de
Lam pela progénie de psilideos (geracao F1) gerada em planta fonte Las e que
teve 12 dias de acesso a inoculagéo (PAI) em planta fonte de Lam, foi de 7,4 %
dos psilideos com ambas as bactérias (coinfeccéo de Las e Lam), 2,1% somente
com Lam e 84,1 % dos psilideos somente com Las (Figura 9A), enquanto 12
individuos nao tiveram Liberibacter (6,3 %).

O Ct médio de Lam e Las na geracao F1 de D. citri foi de 32,60 £+ 0,55 e
28,10 £ 1,39, respectivamente, em insetos com ambas as bactérias (coinfeccao).
Para os psilideos em que houve deteccao apenas de Lam, o Ct médio foi de
31,08 £ 0,82, enquanto em psilideos em que houve deteccdo apenas de Las, 0
Ct médio foi de 26,22 + 0,43 (Figura 9B).

Na progénie F2 de D. citri ndo houve psilideos que tenham adquirido Lam,
seja em coinfeccdo ou em infeccdo simples. Em 40,5% das amostras foi

detectado Las (infec¢éo simples), com Ct médio de 30,61 + 0,75 (Figura 9D).
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Figura 9. Porcentagem (A e C) e Ct médio (B e D) de Candidatus Liberibacter
asiaticus (Las) e Candidatus Liberibacter americanus (Lam) em adultos de
Diaphorina citri criados (geracdo F1) em plantas fonte de Las e posteriormente
confinados e mantidos por 12 dias em planta fonte de Lam contendo folhas
maduras e sintométicas (A e B). Psilideos adultos da geracdo F2 (C e D) que
tiveram acesso a aquisicdo assintoméatica (experimento 3.1). Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis/Dunn a 5% de

probabilidade.
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A porcentagem média de aquisicdo de Las e/ou de Lam no experimento
3.2 pela progénie de psilideos (geracdo F1) gerada em planta fonte Las e que
ficaram 12 dias confinados em planta fonte de Lam, foi de 7,1 % dos psilideos
com ambas as bactérias (coinfeccdo de Las e Lam), 0,4 % somente com Lam e
90,2 % dos psilideos somente com Las (Figura 9A), enquanto 2,2 % dos
psilideos nao tiveram Liberibacter.

O Ct médio observado na geracao F1 foi de 32,62 + 0,46 e 25,79 + 1,50
para Lam e Las, respectivamente, em insetos com ambas as bactérias
(coinfeccdo). Em apenas um psilideo foi detectado Lam (infec¢do simples) e o
Ct foi 34,18. Para os psilideos em que foi detectada apenas a presenca de Las,
o Ct médio foi de 24,76 + 0,38 (Figura 10B).

As porcentagens médias de aquisicdo pelos psilideos na progénie F2 que
tiveram acesso a aquisicdo em planta assintomética, foram de 44, 1,2 e 2,4 %
para Las, Lam e dupla infeccéo (coinfeccao), respectivamente (Figura 10C). Em
52,4 % dos psilideos analisados nao foi detectado Las ou Lam (Figura 10C). O
Ct médio observado na geracéo F2 foi de 34,10 + 0,09 e 29,83 + 3,19 para Lam
e Las, respectivamente, em insetos com ambas as bactérias (coinfec¢éo). Em
apenas um psilideo foi detectado Lam (infeccdo simples) e o Ct foi 25,22. Nos
psilideos em que foi detectada apenas a presenca de Las, o Ct médio foi de

30,04 + 0,45. (Figura 10D).
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Figura 10. Porcentagem (A e C) e Ct médio (B e D) de Candidatus Liberibacter
asiaticus (Las) e Candidatus Liberibacter americanus (Lam) em adultos de
Diaphorina citri criados (geracdo F1) em plantas fonte de Las e posteriormente
confinados e mantidos por 12 dias em planta fonte de Lam contendo folhas
maduras e sintométicas (A e B). Psilideos adultos da geracdo F2 (C e D) que
tiveram acesso a aquisicdo assintoméatica (experimento 3.2). Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis/Dunn a 5% de

probabilidade.
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4.1.4 Experimento 4: Aquisicdo por Diaphorina citri sadio em brotagdes
induzidas (poda manual) de laranjeiras-doce positivas para Candidatus

Liberibacter americanus: analise das geracdes F1 e F2

A porcentagem média de aquisi¢cdo de Lam por psilideos da geracédo F1
foi de 29,5, 79,2, 94,8 e 70,4%, enquanto o Ct médio foi de 30,45 £ 0,59, 29,07+
0,38, 27,52 = 0,54 e 29,95 £ 0,15 para os experimentos 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4,
respectivamente (Figura 11A). Na geracdo F2 dos psilideos, a aquisicdo
assintomatica de Lam foi observada em 8,1, 7,2 e 7,1% nos experimentos 4.2,
4.3 e 4.4, enquanto em 4.1 ndo houve detecgdo de Lam em nenhum psilideo. Os
valores médios de Ct para Lam foram de 33,74 + 0,26, 32,63 + 0,85 e 34,00 *

0,28 nos experimentos 4.2, 4.3 e 4.4, respectivamente (Figura 11B).



115

Figura 11. Porcentagem (A) e Ct médio (B) de Candidatus Liberibacter
americanus (Lam) em adultos de Diaphorina citri criados (geracao F1) em
plantas fonte de Lam e posteriormente confinados e mantidos por 12 dias em
brotos de plantas sadias. Psilideos adultos da geracéo F2 que tiveram acesso a
aquisicdo assintomatica (experimento 4).-Médias seguidas de mesma letra, em
cada experimento, néo diferem entre si pelo teste Wilcoxon-Mann-Whitney a 5%

de probabilidade.
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4.1.5 Experimento 5: Aquisicdo por Diaphorina citri sadio em brotacdes
induzidas de laranjeiras-doce positivas para Candidatus Liberibacter
asiaticus: andlise das geracfes F1 e F2

A porcentagem média de aquisi¢cdo de Las por psilideos da geragéo F1
foi de 100 % nas cinco repeticdes deste experimento (Figura 12A e C), enquanto
o Ct médio foi de 26,16 £ 0,70, 21,18 + 0,73, 22,13 + 1,25, 20,05 £ 0,41 e 19,25
*+ 0,56 nos experimentos 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5, respectivamente (Figura 12B e
D). Nos experimentos 5.4 e 5.5, a geragdo F2 dos psilideos foi avaliada quanto

a aquisicdo assintomatica de Las e foi observado 60,5 e 85 % de presenca de
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Las nos psilideos, com Ct médio de Las em 31,77 + 0,37 e 29,97 + 0,31,
respectivamente (Figura 12B). O Ct médio de Las na geracdo F2 foi

significativamente menor em relagdo ao observado na geragao F1 de D. citri.

Figura 12. Porcentagem (A) e Ct médio (B) de Candidatus Liberibacter asiaticus
(Las) em adultos de Diaphorina citri criados (geragao F1) em planta fonte de Ca.
Liberibacter asiaticus e posteriormente confinados e mantidos por 12 dias em
brotos de plantas sadias. Psilideos adultos da geracdo F2 que tiveram acesso a
aquisicdo assintomaética (experimento 5). Médias seguidas de mesma letra, em
cada experimento, ndo diferem entre si pelos testes Kruskal Wallis/Dunn (B) e

Wilcoxon-Mann-Whitney (D) a 5% de probabilidade.
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4.1.6 Experimento 6: Aquisicdo por Diaphorina citri sadio em brotacdes e
fluxos vegetativos naturais de laranjeiras-doce com dupla infeccéo
(Candidatus Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter americanus):
andlise das geracfes F1 e F2

A porcentagem de aquisicado de Liberibacter na geracdo F1 de adultos
oriundos de laranjeiras com dupla infec¢do de Las e Lam foi de 25,7% para a
infeccéo simples de Las e 5,5% para a infeccéo simples de Lam. A porcentagem
de aquisicdo de ambas as bactérias (coinfeccao) foi de 68,8% (Figura 13A). Os
Ct's médios na geracédo F1 de D. citri com infec¢do simples foram de 24,55 +
0,85 para Las e 30,32 + 2,27 para Lam. Para os psilideos onde houve a detec¢éo
de ambas as bactérias (coinfeccéo), os valores médios de Ct foram de 26,38 +
0,57 e 31,07 + 0,48, respectivamente para Las e Lam (Figura 13B).

Para a geragcdo F2 de D. citri, a presenca somente de Las (infeccao
simples) foi detectada em 56,4 % das amostras, enquanto em 2.1 % dos
psilideos detectou-se somente Lam (infeccdo simples). A presenca de ambas as
bactérias foi observada em 29,8 % dos insetos (coinfec¢ao). Nao houve deteccéo
de Liberibacter em 11.7 % dos psilideos (Figura 13C). Ainda para a geracgao F2,
os Ct's médios foram de 31,03 + 0,37 e 31,77 + 3,14 respectivamente para Las
(infeccdo simples) e Lam (infeccdo simples), respectivamente. Nas amostras
onde foi detectada as duas bactérias (coinfec¢do), o Ct médio de Las foi de 29,29

+ 0,62 e de Lam foi de 33,62 £ 0,28 (Figura 13D).
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Figura 13. Porcentagem (A e C) e Ct médio (B e D) de Candidatus Liberibacter
asiaticus (Las) e Ca. L. americanus (Lam) em adultos de Diaphorina citri criados
(geracdo F1) em plantas fonte em ramos com coinfeccdo de Las e Lam e
posteriormente confinados e mantidos por 12 dias em plantas sadias contendo
brotos (A e B). Psilideos adultos da geracdo F2 (C e D) que tiveram acesso a
aquisicdo assintomatica (experimento 6). Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis/Dunn a 5% de probabilidade.
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4.1.7 Experimento 7: Curva de evolucdo da aquisicdo de Candidatus
Liberibacter americanus na geracao F1 de Diaphorina citri

A curva de aquisicdo de Lam na geragéo F1 de D. citri revela que menos
de 40% dos psilideos adquiriram a bactéria até 15 dias ap6s emergéncia. Nos
psilideos adultos com 30 dias, a aquisicéo foi de Lam foi de aproximadamente
60% dos psilideos, enquanto a partir de 44 da emergéncia, a curva atingiu o pico
de aquisicdo, sem incremento substancial até 67 dias, momento em que 0
experimento foi finalizado, porém com aquisicdo acima de 80% (Figura 14). Da
mesma forma que a aquisicdo aumentou com o passar do tempo de vida do
psilideo no broto, o Ct de Lam no psilideo também aumentou ao longo do periodo

amostrado, entretanto, os valores de Ct ndo diferiram estatisticamente (p<0,05).

Figura 14. Curva da evolucao temporal da aquisicdo de Candidatus Liberibacter
americanus por Diaphorina citri na geragédo F1. NS= Valores médios de Ct nédo

significativos por Kruskal Wallis/Dunn a 5% de probabilidade.
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4.2 Amostragem temporal de fluxos vegetativos de laranjeira doce
positivas para Candidatus Liberibacter americanus

A curva de deteccéo de Ca. L. americanus a partir de brotacdes V1 a V6
indicou que a deteccao da bactéria em novos fluxos vegetativos ocorreu a partir
do estadio de desenvolvimento do broto V3, sendo observadas porcentagens
crescentes de ramos com Ca. L. americanus a medida que o broto se
desenvolve: 37,5, 44,4, 57,1, e 66,7 %, respectivamente para os estadios V3,
V4, V5 e V6 (Tabela 1). Os Ct's médios também aumentaram em func¢éo do

crescimento do broto e foram de 34,3 £ 0,5, 32,3 + 2,0, 30,4 + 2,0e 29,6 + 2,0,

respectivamente para brotos V3, V4, V5 e V6 (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem e Ct médio de Candidatus Liberibacter americanus em
fluxos vegetativos de laranjeira-doce entre os estadios de desenvolvimento V1 a
V6.

Estadio de desenvolvimento do ramo

Planta T0 V1 V2 V3 V4 V5 V6 @
n/N b 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Controle _ %° 0 0 0 0 0 0 0
Ct medio
d 0 0 0 0 0 0 0
n/N 6/9 0/8 0/6 3/8 4/9 417 4/6
Lam © % 66,7 0 0 37,5 44,4 57,1 66,7
Ct médio  23,5+0,4 0 0 34,3+0,5 32,3+2,0 30,4+2,0 29,6+2,0

aV1 a V6- Classificacdo dos estadios de desenvolvimento de brotacdes jovens
de laranjeira doce (CIFUENTES-ARENAS et a., 2018);

bn/N: nimero de amostras Lam positivas/nimero de amostras avaliadas
¢ %: Porcentagem de amostras Lam positivas
dCt médio: Lam; nd —: néo detectado.

€ Lam= Candidatus Liberibacter americanus

(Fonte: o autor)
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4.3 Prevaléncia de Candidatus Liberibacter americanus e Candidatus
Liberibacter asiaticus em laranjeiras doce inicialmente inoculadas com
borbulhas Ca. L. americanus e posteriormente inoculadas com Ca. L.
asiaticus por meio de fitofagia de adultos de Diaphorina citri

No experimento | a porcentagem de ramos com a presenca exclusiva de
Lam (infeccdo simples) declinou sucessivamente nos periodos amostrais,
iniciando com 100% dos ramos e passando a 39,4, 19,0, 0,7, 0, 0 e 3,4 % para
coletas realizadas aos 6, 12,18, 24, 30 e 36 meses, respectivamente (Figura
15A). A ocorréncia de ramos com a presenca exclusiva de Las (infeccao simples)
foi observada nas seguintes proporc¢des: 19,7, 28,7, 47,1, 63,9, 61,4 e 68,5 %
aos 6, 12, 18, 24, 30 e 36 meses respectivamente, indicando uma deteccéo
temporal crescente de ramos com presenca de Las (Figura 15A). No tempo 0
nao houve deteccédo de Las, somente deteccdo de Lam, visto que as plantas
infectadas com Lam durante dois anos, foram inoculadas com psilideos Las+
neste momento. Na amostragem de 6 meses, em uma fracdo de
aproximadamente 32,4% dos ramos, ramos novos, nao houve colonizagao e
deteccado da presenca de Lam ou Las, taxa que reduziu para 1,4% aos 12 meses
apoés inoculagdo. A presenca de Lam e Las, demonstrando a ocorréncia de
coinfeccao foi observada em 8,4, 51,4, 52,2, 36,1, 38,6 e 28,1 % dos ramos aos
6, 12,18, 24, 30 e 36 meses (Figura 15A).

No experimento Il a porcentagem de ramos com a presenca exclusiva de
Lam (infecgcdo simples) também declinou sucessivamente nos periodos
amostrais, iniciando com 100% dos ramos e passando a 36,9, 34,2, 13,2, 4,0 e
4,1 % para coletas realizadas aos 6, 12,18, 24 e 30 meses, respectivamente

(Figura 15B). A ocorréncia de ramos com a presenca exclusiva de Las (infeccao
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simples) foi observada nas seguintes proporg¢des: 13,1, 15,2, 40,0, 37,7, e 63,9
% aos 6, 12, 18, 24 e 30 meses respectivamente, indicando uma deteccéo
temporal crescente de ramos com presenca de Las (Figura 15B), da mesma
forma que no experimento |. No tempo 0 ndo houve detec¢éo de Las, somente
deteccdo de Lam, visto que as plantas infectadas com Lam durante dois anos,
foram inoculadas com psilideos Las+ neste momento. Na amostragem de 6
meses, em uma fragédo de aproximadamente 2,4% dos ramos, ramos novos, N&o
houve colonizacao e detecgéo da presenca de Lam ou Las. A presenca de Lam
e Las, demonstrando a ocorréncia de coinfecgéo foi observada em 47,6, 50,6,

40,1, 61,3 e 32 % dos ramos aos 6, 12,18, 24, 30 e 36 meses (Figura 15B).

Figura 15. Porcentagem de prevaléncia das Liberibactérias em plantas de
laranjeira doce ao longo de 3 anos no experimento | (A) e 2,5 anos no
experimento Il (B). nd = Nao detectado; Lam Candidatus Liberibacter americanus

e Las: Candidatus Liberibacter asiaticus.
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O valor médio do Ct das plantas Ca. L. americanus utilizadas como
controle do experimento | foi de 23,9+1,62 ao inicio do experimento (4/4 plantas),
no entanto, ndo foram observadas alteracOes significativas nos Ct's nessas
plantas ao longo da conducéao do experimento.

Na primeira coleta e avaliacdo dos ramos do tratamento controle Ca. L.
asiaticus realizada aos seis meses apés a infec¢ao via insetos, observou-se que
todos os ramos das plantas (14/14 ramos) foram positivas para Ca. L. asiaticus
com Ct médio 20,9+0,32. N&o foram observadas alteracfes significativas nos
valores de Ct dessas plantas ao longo da condugéo do experimento, exceto em

um dos periodos, aos 18 meses, em que o Ct médio foi de 17,0+0,18.

Nos ensaios de coinfeccdo do experimento I, o Ct médio de Lam nas
plantas antes do confinamento dos psilideos foi de 26,9+2,39 (12/12 plantas).
Nas coletas semestrais de ramos as médias de Ct foram semelhantes para Las
e Lam, tanto em ramos em que apenas Lam foi detectado, bem como em ramos
coinfectados. Aos 24 e 30 meses nao foi detectado Lam em ramos isolados,

somente em ramos com coinfeccédo (Tabela 2; Figura 15).

Para o experimento Il, o Ct médio das plantas Lam utilizadas como
controle foi de 24,3+2,47 (4/4 plantas) ao inicio do experimento. Para esse
tratamento, ndo foram observadas alteracdes significativas nos Ct's médios

dessas plantas ao longo da conducao do experimento (Tabela 2).

Na primeira coleta e avaliagdo dos ramos do tratamento controle Las,
realizada aos seis meses apos a inoculacdo com psilideos Las+, observou-se
que todas as plantas (18/18 ramos) foram positivas para Las, com Ct médio de
26,8+1,29. Nao foram observadas alteracfes significativas no Ct médio dessas

plantas ao longo da conducao do experimento (Tabela 2).
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Nas plantas com coinfeccdo, o Ct médio de Lam antes do confinamento
dos psilideos foi de 25,8+1,72 (16/16 plantas). Nas coletas semestrais de ramos
observou-se valores médios de Ct semelhantes para Las e Lam, tanto em ramos
em que apenas Lam foi detectado, bem como em ramos coinfectados. De
maneira geral, as médias de Ct de Las em ramos isoladas na coinfecc¢ao, foram

superiores aos observados para Lam em ramos isolados.
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Tabela 2. Médias de Ct das Liberibactérias em amostragens semestrais nos ramos ao longo de 36 meses no experimento | e 30 meses no
experimento I, em laranjeiras doce sadia, fonte de Candidatus Liberibacter americanus, plantas sadias inoculadas por psilideos infectivos com
Ca. L. asiaticus e plantas fonte de Ca. L. americanus que foram inoculadas por psilideos infectivos com Ca. L. asiaticus e coinfectadas, gerando
ramos com infecgé@o simples e ramos com dupla infec¢do (Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus).

Plantas coinfectadas

Amostragem Controles - = _ _
(meses) Ramos com infeccéo simples Ramos com coinfeccao
n/N@ Sadio n/N Las?® n/N Lam¢® n/N Lam n/N Las n/N Lam Las
Experimento |
0 0/12 0 - - 4/4 23,9+1,62 12/12 26,9+2,39 - - - - -
6 0/12 0 14/14 20,9+0,32 15/15 21,2+0,41 56/142  22,6+0,17 28/142  26,1+0,62 12/142 23,1+0,37 24,7+0,94
12 0/12 0 23/23 18,2+0,28 15/15 20,0+1,09 27/142  21,5+0,54  40/142  23,0+0,91 73/142 26,2+0,73 25,4+0,65
18 0/12 0 24/24 17,0£0,18 15/15 21,4+0,44 0/143 0 64/143  18,6+0,21 72/143 25,4+0,76 23,1+0,73
24 0/12 0 24/24  19,0+£0,27 17/17 22,3+0,49 0/150 0 85/150  20,2+0,17 48/150 25,8+0,61 22,7+0,62
30 0/13 0 26/26 18,5+0,94 17/17 21,1+0,31 0/156 0 81/156  19,7+0,20 51/156 27,6+£0,75 20,9+0,44
36 0/10 0 22/22 20,4+0,50 13/14 25,3+0,38 5/170 23,6+0,93 100/170 23,6+0,23 41/170 26,6+0,53 25,9+0,60
Experimento Il
0 0/12 0 - - 4/4 24,3+2,47 16/16 25,8+1,72 - - - - -
6 0/12 0 18/18 26,8+1,29 15/15 23,9+0,79 62/168 22,9+0,41 22/168  21,0+0,39 80/168 22,9+0,37 27,8+0,63
12 0/12 0 18/18 26,4+1,72 13/13 20,0+0,36 54/170  20,7+0,41 24/170 19,5+0,48 80/170 23,6+0,59 23,5%0,65
18 0/12 0 20/20 27,0£1,43 14/14 21,8+0,41 23/186  22,8+0,56 66/186  19,5+0,15 76/186 24,7+0,50 25,2+0,72
24 0/12 0 20/20 26,2+1,45 10/10 21,2+0,31 6/196 21,1+0,60 52/196  19,2+0,17 92/196 24,4+0,48 24,0+0,63
30 0/12 0 17/17 27,3+1,58 9/9 22,7+0,38 71238 24,2+0,82 108/238 21,5+0,30 54/238 26,6+£0,61 24,7+0,74

2 n/N: numero de amostras Las, Lam e Lam/Las (coinfeccdo) positivas/numero de amostras avaliadas; Las: Candidatus Liberibacter asiaticus
b Ct Las: Candidatus Liberibacter asiaticus;

¢ Ct Lam: Candidatus Liberibacter americanus;
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5 DISCUSSAO

O psilideo Diaphorina citri € o responsavel pela disseminacéo de Las e de
Lam no campo. Medidas para a contencdo da rapida dispersdo da doenca
preconizam o controle quimico do inseto vetor em areas internas (pomares
comerciais) e areas externas ao pomar (raio de até 5 km das propriedades
comerciais) e erradicacdo de plantas sintomaticas. No entanto, sabe-se que o
periodo entre a infec¢cdo das plantas e o aparecimento dos sintomas € variavel,
com um periodo latente minimo préximo a quatro meses, quando entdo €
possivel a deteccdo visual de plantas sintométicas (BOVE, 2006; LOPES &
FRARE, 2008; FOLIMONOVA & ACHOR, 2010; COLETTA-FILHO et al., 2014;

CANALE et al., 2017).

As bactérias associadas ao HLB foram identificadas quase que
simultaneamente nos pomares brasileiros (TEIXEIRA et al., 2005). De acordo
com dados do servico de diagnostico para os produtores, realizado pelo
Fundecitrus, Ca. L. americanus era a principal Liberibacter presente nas
amostras provenientes do campo desde seu primeiro relato, em 2004 até o inicio
de 2007. Houve uma diminuicdo gradual e temporal na propor¢cao de amostras
infectadas com Ca. L. americanus concomitantemente com o aumento gradual
e temporal na propor¢cédo de amostras infectadas com Ca. L. asiaticus (LOPES
et al., 2007; BASSANEZI et al., 2020). Sabe-se que a temperatura € um fator
limitante para Ca. L. americanus, ocorrendo a remissao dos sintomas e do Ctem
temperaturas superiores a 32°C, bem como a menor multiplicagédo de Lam em
laranjeira-doce comparado a Las (LOPES et al., 2009a, b). A influéncia desses

fatores na dinamica de transmissédo de Las e Lam nao é conhecida.
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Fatores como a aquisicdo de Ca. L. asiaticus pelo psilideo, bem como
multiplicacdo, periodo de laténcia, transmissdo sdo bem elucidados e
conhecidos (XU et al., 1988; AMMAR et al.,, 2016; CANALE et al., 2017).
Também é sabido como ocorre a translocacéao dessa bactéria na planta infectada
(RAIOL-JUNIOR et al., 2021). Porém, poucos trabalhos comparam a aquisicao
gradual de Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus, e ndo se encontram disponiveis
ensaios de aquisicao simultanea ou aquisicao sequencial de ambas as bactérias
(coinfeccéo) por D. citri. NASCIMENTO (2010) € o unico autor que relata a
aquisicdo de Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus por D. citri, e relata taxas

similares de aquisicdo de ambas as bactérias pelo psilideo.

Ca. L. asiaticus movimenta-se rapidamente e predominantemente em
direcdo a novos fluxos vegetativos da planta (RAIOL-JUNIOR et al., 2020). No
mais, a poda mecanizada, seja ela para formacdo e conducdo das plantas,
limpeza, rejuvenescimento e reducdo da copa, € uma pratica comum dos
pomares, consequentemente induzindo novas brotacdes. Somado a esse fator,
adultos de D. citri ovipositam exclusivamente em brota¢des, as ninfas eclodidas
sdo dependentes de brotos para o seu desenvolvimento e adultos preferem
brotos a folhas maduras para alimentacao (NAVA et al., 2007; PAIVA et al., 2019;
CIFUENTES-ARENAS et al., 2018). Esta combinacgao de tropismo de Las pelos
tecidos dreno em crescimento, no caso 6rgdos aéreos como folhas, e a
preferéncia de psilideos por estes 6rgéos, cria um ciclo de aquisi¢édo e inoculacéo
entre Las e o psilideo. Este ciclo tem uma notavel e ameacadora caracteristica,
que é a aquisicdo em planta assintomatica (LEE et al., 2015), onde ninfas e

adultos recém emergidos podem adquirir Las inoculado no mesmo sitio a menos

de 15 dias, portanto, um periodo muito menor do que a planta necessita para
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atingir a fase sintomética (LOPES E FRARE, 2008; COLETTA-FILHO et al.,

2014).

A deteccdo de Ca. L. americanus em brota¢cdes oriundas de poda em
laranjeiras-doce ocorreu somente a partir do broto V3. Nas plantas, a partir do
estagio V3 do desenvolvimento dos fluxos vegetativos, ocorre a maturacao (V4
e V5) e dorméncia (V6). Nessa fase, a oviposicdo, eclosdo e desenvolvimento
das ninfas, bem como a preferéncia para alimentacdo sdo reduzidas
sensivelmente (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018). De acordo com as
informacdes supramencionadas e o menor Ct de Lam em relagcédo a Las em citros
(LOPES et al., 2009a), estes podem ser fatores limitantes para a aquisicao de
Ca. L. americanus pelo psilideo, além de ser uma desvantagem de Ca. L.
americanus em relacdo a Ca. L. asiaticus. Nesse tocante, avaliamos a aquisicédo
de Ca. L. americanus pelo psilideo D. citri em condicbes de aquisicfes em
infeccdo simples, coinfeccdo com Ca. L. asiaticus e em aquisi¢cdes sequenciais,
avaliando a porcentagem do Ct de Las e Lam em psilideos (individualizados) e

a capacidade de aquisicao assintoméatica para ambas espécies.

Por meio da correlacdo da deteccdo de Ca. L. americanus em novos
fluxos vegetativos, somente observada em brotos entre V3 e V6, com o periodo
ovo-adulto de D. citri, que dura em média entre 13 - 27 dias, mas é dependente
de fatores como temperatura e umidade relativa (CATLING 1969; NAVA et al.,
2007) a partir do desenvolvimento do ovo, que varia de 5 a 17 dias (COCUZZA
et al. 2016), em uma situacdo hipotética, onde a oviposi¢cdo, eclosdo e o
desenvolvimento das ninfas forem iniciados em um broto V1 de uma planta Ca.
L. americanus, quando a mesma apresentar ramos vegetativos no estagio V4,

aproximadamente, que é variavel, mas superior a 15 dias (CIFUENTES-
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ARENAS et al., 2018), o adulto do psilideo estara emergindo, podendo deixar o
local (ramo e planta) da oviposicdo. De acordo com os dados do presente
trabalho, provavelmente o inseto ndo tera adquirido a bactéria nesse intervalo, e
se adquirir, sera com uma concentracao bacteriana relativamente baixa.

Em laranjeiras positivas para Ca. L. asiaticus, sabe-se que ninfas
adquirem a bactéria com maior eficiéncia em relacdo aos adultos, e adultos que
adquirirem Ca. L. asiaticus na fase ninfal transmitem com maior sucesso a
bactéria do que os insetos que as adquirem a bactéria apenas na fase adulta
(AMMAR et al., 2016; INOUE et al., 2009; PELZ-STELINSKI et al., 2010). Assim,
a aquisicdo de Ca. L. americanus por D. citri em brotos somente seria possivel
préximo a emergéncia dos adultos, ou seja, 0s insetos teriam baixa eficiéncia de
aguisicao e transmissdo de Lam para outras plantas, sendo um outro indicativo
de desvantagem da transmissdo de Ca. L. americanus em relacdo a Ca. L.
asiaticus. Entretanto, em 2004 quando o HLB foi encontrado no Brasil, o primeiro
levantamento da distribuicdo da doenca realizado menos de meio ano depois,
mostrou a ocorréncia de Lam em 35 municipios, com uma prevaléncia de 98%
das amostras e 2% para Las, evidenciando que teve condi¢cdes para ampla
disseminacédo e infeccdo nos pomares do interior paulista (TEIXEIRA et al.,
2005).

A aquisicao da bactéria pelo psilideo ainda na fase assintomatica € um
gargalo para o controle do HLB, pois ndo é possivel detectar visualmente o
indculo e pelo fato de novos fluxos vegetativos (de plantas outrora sadias) se
tornarem fontes de aquisicdo de Ca. L. asiaticus por D. citri 15 dias apos a
inoculacdo de Ca. L. asiaticus pelo inseto vetor (LEE et al., 2015). Nossos

estudos reproduziram a ‘aquisicdo assintomatica’ de Ca. L. asiaticus, por
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psilideos criados em plantas que foram infectadas com Las por seus parentais
durante a oviposicao. Os parentais infectivos foram criados em plantas fonte de
Las e tem usualmente taxas de presenca de Las superiores a 50%, podendo
atingir 100% (LEE et al., 2015). Para a aquisicdo em plantas fonte, relatamos a
obtencéo de psilideos com 100% de aquisicdo de Las, e assim como relatado
por LEE et al. (2015), obtivemos aquisicdo assintomatica de Las, com
porcentagens variaveis de 60,5% a 85%, valores dentro da faixa observada por
LEE et al. (2015). Nestes mesmos experimentos constatamos que o Ct de Las
dos psilideos que fizeram a aquisi¢do assintomatica foi significativamente menor
do que em psilideos criados em plantas fontes de Las, praticamente trés ordens
de magnitude menor. Ha efeito da concentracdo de Las da planta fonte e
consequente aquisicdo de Las pelo psilideo, concentracdes mais elevadas
suportam maiores porcentagens de psilideos infectivos (COLETTA-FILHO et al.,
2014; LOPES et al. 2017).

Sob condi¢des similares de aquisi¢do ao realizado com Las, observamos
que Lam é adquirida por D. citri com taxas de 22% a 53,1%, NASCIMENTO
(2010) relata aquisicdo de 30%. S&o valores menores do que 0s usualmente
obtidos para Las (LEE et al., 2015), e quanto mais tempo € dado ao psilideo para
adquirir Lam e permitir a multiplicacdo da Liberibacter no corpo do psilideo
passando o periodo de laténcia (CANALE et al.,2017), a deteccdo de Lam nos
psilideos da geragdo F1 é incrementada, mesmo assim, séo valores inferiores
aos observados para Las. Em psilideos, o threshold do Ct de Las para ser
considerado infectivo, e transmitir Las para novas plantas com valores proximos
de 20 (UKUDA-HOSOKAWA et al., 2015) para insetos de campo. No caso deste

ensaio, o periodo de aquisicéo foi de 12 dias, um periodo menor do que o periodo
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de laténcia entre 16 e 18 para Las (CANALE et al., 2017). Assim, com 0 passar
do tempo, é esperado que a concentracdo de Lam no psilideo possa aumentar
e entao gere psilideos infectivos. Efetivamente, psilideos que foram mantidos por
até 67 dias em plantas fontes de Lam, tiveram taxas de aquisicdo desta
liberibacter variavel entre 20% e 85% e o Ct de Lam no psilideo sofreu
incremento de até trés ordem de magnitude, sem apresentar, estatisticamente,

diferenca significativa.

Os maiores indices de aquisi¢do de Ca. L. americanus pelo psilideo foram
obtidos a partir de insetos que ficaram expostos a plantas sintomaticas na
geracédo F1, lembrando que nos ensaios nos quais foi avaliada a aquisicdo pelo
psilideo nas geracbes F1 e F2, a deteccdo da bactéria na geracdo F1 foi
realizada apds 20 dias de acesso a aquisicdo, somado aos 12 dias de acesso a
inoculacdo em plantas sadias, ou seja, os dados condizem com os resultados
obtidos na curva de evolucdo da aquisicdo da bactéria pelo inseto e deteccao
nos brotos, caracterizando uma aquisicdo lenta de Ca. L. americanus pelo
psilideo. A evolucdo da aquisicdo de Ca. L. americanus pelo inseto, com taxas
de aquisicéo superiores a 60%, foram obtidas somente apés 38 dias decorrentes
da emergéncia dos adultos.

Em experimentos de aquisicdo de Lam por psilideos em plantas
assintomaticas, em situagfes equivalentes, somente entre 7,1% e 8,1% dos
individuos (geracao F2) adquiriram Lam pela inoculacdo de seus parentais em
laranjeiras-doce sadias, enquanto entre 30,3% e 94,8% dos seus parentais
(geracado F1) adquiriram Lam na planta fonte. Este perfil € muito semelhante ao
observado para Las em aquisicdo pela F1 e pela progénie F2 em aquisicdo

assintomatica. O aumento do tempo de aquisicdo de Lam pela geracdo F1 de
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psilideo gera mais psilideos com Lam (aumenta a taxa de aquisicdo) e aumenta
o valor de Ct de Lam nos psilideos.

A aquisicao de Lam e de Las também foi realizada de forma sequencial,
de forma a reproduzir a situacao epidemioldgica prevalente no campo entre 2004
e 2006: predominio de plantas infectadas com Lam e indices crescentes (inicial
de 2%) de presenca de Las em plantas, inclusive com situacdes de duplas
infeccbes (TEIXEIRA et al., 2010; COLETA FILHO et al., 2007; LOPES et al.,
2010). Nestes experimentos, psilideos foram criados em plantas fonte de Las
sob condi¢cbes ambientais adequadas, para assegurar que tivessem alta taxa de
infectividade (LEE et al., 2015; Lopes AS, Fundecitrus, comunicagéo pessoal) e
foram entdo confinados em plantas fontes de Lam. Na planta fonte de Lam os
psilideos tiveram acesso a aquisi¢cdo de Lam e posteriormente foram analisados
para a presenca de Las e Lam e também foi avaliada a aquisicdo assintomatica
destes psilideos em plantas sadias, nas quais os psilideos alimentaram-se e
ovipositaram.

Na aquisicdo sequencial, houve alta de aquisicdo de Las e de Las em
coinfeccdo e comparativamente a taxa de aquisicdo individual de Las foi maior
do que de Lam. O valor de Ct de Las em plantas de laranjeira doce com
coinfeccao foi sempre maior do que o valor de Ct de Lam, porém a aquisicéo de
Las foi anterior a Lam, entdo o fator tempo e a ordem de aquisicdo podem ter
influenciado neste aspecto. Em psilideos com infec¢éo isolada de Las, o valor
de Ct foi semelhante ao da coinfec¢éo e o numero de psilideos que adquiriram
somente Las foi expressivo, enquanto somente um psilideo teve Lam de forma
exclusiva. Na repeticdo desta experimentacdo com plantas fonte de Lam

podadas, a taxa de aquisicdo de Lam foi muito baixa, o que pode estar



133

relacionado ao tempo que Lam demora para colonizar o broto e, atinge o broto
com o passar do tempo, atraves da leitura indireta de aquisicéao pelo psilideo.

Quando a aquisi¢ao sequencial foi realizada com brotacdo natural, a taxa
de aquisicdo de Lam pelo psilideo foi maior. Nesta situacao de desfavorecimento
de aquisicdo de Lam, foi observada baixa porcentagem de aquisicdo de Lam por
psilideos em laranjeiras assintomaticas na geracao F2, somente um individuo
em dois ensaios (n avaliado= 121). Na aquisicdo pela geracdo F1, a taxa de
coinfeccao também foi baixa nos dois ensaios, enquanto a aquisi¢cado exclusiva
de Las foi elevada. Por outro lado, a aquisicdo assintomatica de Las pela geracao
F2 de psilideos foi bastante expressiva nos dois ensaios.

Outro fator que pode interferir na aquisicdo das bactérias pelo psilideo é
a coinfeccéo de plantas com Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus. Em ensaios
de coinfeccédo de plantas de laranjeira doce LOPES et al., 2009a, mostraram
diferencas entre os valores de Ct para Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus,
entretanto, o monitoramento das plantas foi realizado no periodo de cinco e sete
meses apods a inoculacdo/infeccdo, e ndo em maior intervalo de tempo e em
ramos individualizados.

No presente estudo, plantas fonte de Ca. L. americanus quando
inoculadas com Ca. L. asiaticus, tornam-se positivas para Ca. L. asiaticus ao
decorrer do tempo e um fator marcante € a propor¢cdo de ramos onde somente
Las foi detectado. Essas informacgfes quando projetadas para a epidemiologia
da doenca no campo, revelam a maior possibilidade de aquisicéo e transmisséo
de Ca. L. asiaticus pelo inseto, ou seja, um cenario de favorecimento da
aquisicdo e consequente dispersdo de Ca. L. asiaticus, baseado na maior

probabilidade de aquisi¢édo e transmissao dessa espécie pelo inseto vetor. Muito
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embora a concentracdo de Las em citros tenha sido apontado como um fator
determinante para a maior aquisicdo de Las pelo psilideo em detrimento a Lam
(LOPES et al., 2009a), a dinamica de aquisicdo de uma ou ambas bactérias por
um longo periodo de tempo a partir da coinfeccdo de laranjeiras-doce ndo havia
sido determinada.

Em ensaios de coinfec¢éo de laranjeiras doces com Lam e Las, além do
incremento marcante do numero de ramos em que houve a deteccéo apenas de
Las, tanto no experimento | quanto no experimento Il, de uma maneira geral,
observou-se a remissao de sintomas severos da doenca nas plantas (Apéndice
B). Ambas as bactérias, Lam e Las causam sintomas em plantas citricas, no
entanto, plantas infectadas por Lam exibem os sintomas mais severos em
relacdo aos observados em plantas infectadas com Las (LOPES et al. 2009a).
Esta caracteristica de Lam pode estar relacionada a auséncia de um repressor
transcricional responsivo a ferro (Fe) (rirA) (WULFF et al., 2014), a consequente
inversao das populacdes de ambas as bactérias nas plantas e prevaléncia de
Las, pode estar, nesse caso, relacionada a remissdo dos sintomas severos da
doenca nas plantas;

Em plantas cujos ramos foram observados a presenca de coinfeccao de
Las e Lam com valores de Ct semelhantes (Tabela 2), foram realizados ensaios
de aquisicdo em brotos de fluxos naturais e posteriormente a aquisicao
assintomatica pela progénie F2 desses psilideos. Na geracao de psilideos que
se desenvolveu nas plantas coinfectadas a maior porcentagem dos psilideos
adquiriu Las e Lam, enquanto que em psilideos que adquiriram somente um
Liberibacter, a porcentagem foi sete vezes maior para Las do que Lam. Porém

em relacao a infecgdo assintomatica na geracao F2 dos psilideos, o numero de
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psilideos que adquiriu Las de forma exclusiva foi duas vezes maior (n = 53) do
gue o numero de psilideos que adquiriu Las e Lam em coinfec¢cdo (n = 28),
enquanto somente dois psilideos adquiriram exclusivamente Lam. Na situacéo
de coinfeccao, a concentracao de Las foi maior do que a de Lam no psilideo, em
ambas geracdes de psilideo F1 (aquisicdo em fonte sintomatica) e F2 (aquisi¢cao
assintomatica). Este mesmo padrao foi encontrado para psilideos com Las ou
com Lam da geracao F1 (infeccdo simples). Nestes ensaios fica evidente que a
concentracdo de Las é maior do que a de Lam nos psilideos; ha maior taxa de
aguisicdo assintomatica de Las do que de Lam, seja em aquisicdo isolada de
Lam, aquisicdo em planta fonte com coinfeccdo ou na situacdo de aquisi¢ao
sequencial Las e Lam; se a concentracdo de Lam e de Las no psilideo é reflexo
da concentracdo de Las em relacdo a de Lam na planta, ou seja, 0 mesmo
padrdo de multiplicacdo observado em citros é observado no psilideo, e estas
sdo questdes que merecem estudos mais detalhados.

O genoma de Ca. L asiaticus e Ca. L. americanus evidencia que estas
bactérias possuem caracteristicas moleculares distintas, mesmo que a
colonizacdo de ambas seja exclusiva de vasos de floema das plantas
hospedeiras (DUAN et al.,, 2009; WULLF et al., 2014); Além da maior
multiplicacdo de Las em plantas de laranjeira em relagcdo a Lam e da menor
resisténcia térmica de Lam (LOPES et al., 2009a, b), sabe-se que bactérias
também podem evoluir conjuntamente com 0s organismos que habitam, ou
dominar outras espécies que ocupam o mesmo nicho e competem pelo pool de
recursos, fatores estes que auxiliam na compreenséo da emergéncia ou declinio

de algumas espécies (HIBBING et al., 2010).
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Aspectos como a presenca de toxinas antimicrobianas, ou bacteriocinas,
favorecem a dominancia ou sobrevivéncia de algumas cepas. As bactérias
produtoras de bacteriocinas, que sdo proteinas toxicas as bactérias néo
produtoras, tem vantagens adaptativas, como demonstrado para Escherichia coli
gue secreta colicinas (KERR et al., 2002), em cepas de Enterococcus faecalis
produtoras de Bacteriocina-21 (Bac-21) (KOMMINENI et al., 2015) e em
Pseudomonas chlororaphis que secretam R-tailocinas (DOROSKY et al., 2017).
Estes sdo casos em que a producdo de bacteriocinas sdo determinantes na
competicdo bacteriana ativa (KOMMINENI et al., 2015). E possivel que Ca. L.
asiaticus utilize mecanismos de competicdo ativa em sua interacdo com Ca. L
americanus, merecendo essa interacdo estudos mais detalhados.

Tendo decorrido um longo tempo desde o inicio da experimentacédo, a
continuidade do acompanhamento do comportamento de ambas as populacées
de Liberibacter spp. nos ensaios de dupla infec¢cdo confirmardo de fato que
ocorre de fato a prevaléncia de Ca. L. asiaticus em relacdo a Ca. L. americanus
e 0 consequente desaparecimento de Ca. L. americanus em condi¢cfes de dupla
infeccéo.

Com base nos resultados obtidos, citando-se tanto a colonizacdo e
prevaléncia de Lam e Las em laranjeira doce, quanto aquisicdo pelo inseto e
deteccdo em novos fluxos vegetativos, pode-se afirmar que estes sao fatores
envolvidos diretamente na inverséao da prevaléncia de Las e Lam no campo e na
iminéncia da extingdo de Ca. L. americanus no parque citricola no estado de Séo

Paulo.
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6 CONCLUSOES

i) Ca. L. asiaticus se sobressai a Ca. L. americanus em concentragcao e
porcentagem média na aquisi¢éo pelo psilideo;

ii) Nos ensaios de aquisi¢cao assintomatica da geracéo F2, as taxas de aquisicdo
foram superiores a 50% em Ca. L. asiaticus, enquanto em Ca. L. americanus
nao passam de 8%

iii) A deteccao de Ca. L. americanus em novos fluxos ocorre a partir do estadio
V3,

iv) Taxas superiores de aquisicdo de Ca. L. americanus pelo inseto sdo
observadas a partir de 40 dias, indicando uma infeccao tardia pelo inseto.

v) Ca. L. asiaticus se sobressai em relacdo a Ca. L. americanus em ensaios de

coinfeccao de plantas.
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APENDICES
APENDICE A. Temperaturas média, maxima e minima registras em casa de

vegetacao durante a conducao dos experimentos de coinfeccdo de Laranjeiras

doce (I e II).
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(Fonte: o autor)
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APENDICE B. Planta coinfectada com predominancia de Candidatus
Liberibacter americanus aos 6 meses (A) e predominancia de Candidatus

Liberibacter asiaticus aos 24 meses (B).

(Fonte: o autor)



	Doc1_Capa_30_03
	Doc2_Ficha_30_03
	Doc3_Aceite_30-03
	CERTIFICADO DE APROVAÇÃO
	AUTORA: JOSIANE CECÍLIA DAROLT ORIENTADOR: NELSON ARNO WULFF

	Doc4_tese_30-03



