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RESUMO

As bactérias Candidatus Liberibacter spp. estdo associadas ao huanglongbing (HLB, ou ex-
greening) dos citros, desafiando as principais citriculturas da atualidade. Dentro de cada uma das
trés espécies de bactérias associadas a doenga, Ca. Liberibacter asiaticus (Las), Ca. Liberibacter
africanus (Laf) e Ca. Liberibacter americanus (Lam), ha baixa diversidade genética, porém sdo
bastantes distintas umas das outras, possibilitando classifica-las como espécies distintas. Ainda
se conhece pouco sobre sua biologia em fun¢ao da incapacidade de cultiva-las rotineiramente.
Em decorréncia disso, hospedeiros alternativos vém sendo utilizados para enriquecimento da
populagdo bacteriana. Os cultivos relatados para as trés espécies ainda ndo sdo consistentes e
necessitam de reprodutibilidade. Apesar disso, abordagem de metagenoma tanto a partir de DNA
total do vetor (Diaphorina citri) como de plantas de laranja doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
permitiram o sequenciamento do genoma que apresentou cerca de 1,227 milhdes de pares de
bases, maior que endossimbiontes obrigatorios, porém menor que outras bactérias fastidiosas
vasculares conhecidas. Essa revisdo traz informacdes sobre as bactérias consistentemente
associadas ao HLB, particularmente os trabalhos mais recentes sobre a biologia, diversidade,
cultivo e genoma.

Termos de indexacio: citricultura, doengas de citros, gendmica, bactérias, greening.

SUMMARY
Candidatus Liberibacter spp., citrus huanglongbing agents

The bacteria Candidatus Liberibacter spp. are associated with huanglongbing (HLB or
greening), challenging the main citrus growing regions today. Within each of the three species of
bacteria associated with the disease, Ca. Liberibacter asiaticus (Las), Ca. Liberibacter africanus
(Laf) and Ca. Liberibacter americanus (Lam), the genetic diversity is low. However, they are quite
distinct from each other, enabling their classification as distinct species. Little is known about
their biology because of the inability to cultivate them in vitro routinely. The cultivation reported
for the three species are still inconsistent and need reproducibility. Due to this fact, alternative
hosts have been used to enrich the bacterial population. Nevertheless, metagenomic approach
from both total DNA vector (Diaphorina citri) and sweet orange (Citrus sinensis) allowed the
sequencing of the genome with about 1.227 million base pairs, greater than endosymbionts, but
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smaller other fastidious vascular bacteria known. This review provides information about the
bacteria consistently associated with HLB, especially the most recent studies on their biology,

diversity, in vitro cultivation and genome.

Index terms: citriculture, citrus disease, genome, bacteria, greening.

INTRODUCAO

No patossistema do huanglongbing (HLB ou
ex-greening) as bactérias Candidatus Liberibacter
asiaticus, Ca. L. americanus ¢ Ca. L. africanus tém
se tornado consistentemente envolvidas como agentes
causais. Essas bactérias, do mesmo grupo de outras
bactérias da Ordem Rhizobiales, sdo capazes de
habitar o interior dos vasos de floema, portanto sdo
intracelulares, e causam expressivos disturbios no
metabolismo de seus hospedeiros levando ao quadro
de sintomatologia conhecido como HLB, uma das mais
destrutivas doencas de citros. Pouco se conhece sobre
sua biologia, uma vez que seu cultivo ainda ndo ¢ feito
de modo rotineiro e sistematico. De modo geral, estas
bactérias apresentam-se distribuidas de modo erratico
e em baixas concentrag¢des dentro dos vasos do floema.
Assim, hospedeiros alternativos tém sido uma boa
estratégia para enriquecimento de populagdo bacteriana
e para ampliagao dos conhecimentos sobre sua biologia.
Vetores também tém sido boa fonte de material para
estudos de biologia molecular da bactéria, inclusive
para o sequenciamento de seu genoma.

CLASSIFICACAO E DIVERSIDADE

As bactérias causadoras do HLB dos citros
sdo classificadas como a-Proteobacteria, da ordem
Rhizobiales e familia Rhizobiaceae, dentro da qual estao
também incluidas bactérias dos géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobacterium e Sinorhyzobium,
muitas delas envolvidas em processos de interagcdo
simbidtica com plantas. Inicialmente proposta como
Liberobacter (Jagoueix et al., 1994), por ser restrita
aos vasos do floema, também conhecidos como
vasos liberianos, a bactéria teve o nome alterado para
Liberibacter, para ajuste no nome latino correto.

Por ndo ser rotineiramente cultivada, recebe
a denominagdo Candidatus, como que na condigdo
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de candidato a ter aquela classificagdo tdo logo mais
conhecimentos sobre sua biologia sejam acumulados.
Nesses casos, o termo Candidatus deve ser destacado
em italico, enquanto o nome do género e espécie devem
ser anotados sem destaque.

Desde os primeiros relatos da associagdo de
organismos procarioticos com plantas com sintomas de
HLB nos anos 1970 (Lafleche & Bové, 1970), quando
se suponha serem organismos semelhantes a Rickettsia
(bactérias Gram-negativas intracelulares) e micoplasmas
(bactérias sem parede celular e intracelulares), ficou
comprovado, através da observacao da estrutura da parede
celular que esses organismos eram de fato bactérias Gram-
negativas (Garnier et al., 1984), de ocorréncia restrita aos
vasos crivados do floema (Figura 1).

Embora nas plantas de citros a presenca de
Ca. Liberibacter spp. resulte em sintomas bastante
evidentes, dados de literatura tém mostrado que a
bactéria apresenta distribuicdo bastante irregular e
pode estar presente em baixas concentragdes no floema
(Hung et al., 1999). Apesar disso, os efeitos de sua
patogenicidade sdo sist€émicos.

Embora as bactérias associadas ao HLB ainda
ndo sejam rotineiramente cultivadas, o que dificulta
sobremaneira o estudo de sua biologia, existem
varias informacdes sobre a diversidade desse grupo.
Atualmente esta claro que o huanglongbing € uma
sindrome provocada por diferentes espécies de Ca.
Liberibacter (Bové, 2006), sendo também algumas
espécies de fitoplasmas associadas a esta sindrome
(Teixeira et al., 2008; Chen et al., 2009). Portanto, ¢
extremamente importante que a diversidade da bactéria
seja conhecida, sendo util ndo s6 para o entendimento
de sua taxonomia, como da dindmica da estrutura
da populacdo dentro e entre plantas em diferentes
ambientes, o que amplia as possibilidades de melhor
manejo da doenga. Numa revisdo abordando diferentes
patossistemas, McDonald & Linde (2002) mostraram
que o conhecimento da diversidade e da estrutura
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Figura 1: Candidatus Liberibacter em microscopia de transmissdo em células do floema de laranja (A) e em
microscopia de varredura no floema de vinca (B). (Fotos: E.W. Kitajima e F. Tanaka).

genética de populacdes de fitopatogenos pode ser
usado para: i.) inferir sobre a ecologia e 0s processos
evolucionarios que possam estar moldando a populagao
do patégeno no agroecossistema; ii.) fornecer subsidios
sobre o potencial evolucionario do patdégeno os quais
poderdo ser usados no melhoramento genético para
resisténcia do hospedeiro.

O estudo de diversidade, além de avaliacdao
do fendtipo da bactéria em diferentes hospedeiros,
busca também avaliar as diferencas entre genomas
de diferentes isolados. Para tanto, algumas regides do
genoma tém sido particularmente tteis, como o gene da
proteina ribossomal 16S, os espacadores da regido entre
os genes ribossomais 16S e 23S (Jagouiex et al., 1994,
1997; Subandiyah et al., 2000; Coletta-Filho et al.,
2005; Okuda et al., 2005). Além da regido ribossomal,
a diversidade da bactéria do Auanglongbing tem sido
também investigada a partir de outras sequéncias do seu
genoma, como o gene omp que codifica a proteina de
membrana Omp (outer membrane protein) (Bastianel
et al.,, 2005), o cluster génico nusG-rpl[KAJL-rpoB
(Villechanoux et al., 1993; Okuda et al., 2005; Lin et
al., 2008), e uma regido do gene da DNA polimerase
de bacteriofago (Tomimura et al., 2009). Porém, com
a publica¢do das sequéncias gendmicas de Las, outros
genes alvos poderdo ser utilizados para estudos de
diversidade, assim como marcadores evolutivamente

mais dindmicos como os baseados em Sequéncias
Repetitivas Simples (SSR).

A regido intergénica 16S/23S tem sequéncia
altamente conservada, de modo que, quando diferencas
sdo observadas entre dois ou mais organismos do
mesmo grupo, ¢ possivel classifica-los como espécies
diferentes, a exemplo da classificacdo de duas novas
espécies da bactéria no Brasil (Coletta-Filho, 2005;
Teixeira et al., 2005). Desse modo, tanto as sequéncias
do gene 16S da regido intergénica ¢ a do gene 23S
prestam-se muito bem para identificar diferengas entre
espécies, mas pouco ou nada se aplicam a estudos de
diversidade dentro da espécie. Isolados asiaticos e
brasileiros de Ca. L. asiaticus sdo idénticos quando
comparadas suas sequéncias de DNA. No entanto, ha
consideravel divergéncia entre estes e Ca. L. americanus
(Doddapaneni et al. 2008; Tomimura et al., 2009).

A comparacdo de outras sequéncias de DNA de
Ca. L. asiaticus também tem revelado alta similaridade
entre grupos de isolados da Asia, mas significativa
divergéncia com Ca. L. africanus (Jagouiex et al.,
1997; Bastianel et al., 2005; Doddapaneni et al. 2008;
Tomimura et al., 2009).

As informacdes sobre diversidade dentro e
entre espécies de Ca. Liberibacter associadas ao
HLB demonstram que efetivamente mais de uma
espécie causam a mesma doenga, e que essas espécies
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devem ter origem comum na Asia. Mesmo assim,
a espécie Ca. Liberibacter asiaticus apresenta alta
homogeneidade genética, provavelmente associada
a reduzida interacdo com outras comunidades
bacterianas (limitagdo espacial) decorrente de sua
localizagdo intracelular ou da sua interagdo com
vetores nao polifago, como o psilideo Diaphorina
citri.

Embora consistentemente associada a plantas
com sintomas de HLB, ainda persistem duvidas
sobre a participagdo Unica de Ca. Liberibacter spp.
como agentes causais da doenca. O co-cultivo de
uma actinobactéria junto com Ca. Liberibacter
asiaticus (Davis et al., 2009), assim como a
diversidade de bactérias endofiticas associadas a
plantas infectadas e sadias (Sagaran et al., 2009),
sugere o envolvimento de comunidades bacterianas
no desenvolvimento da doenca. Se confirmada
essa informacdo, poderia ser explicado o padrao
diferencial de sintomas da doenga em plantas clones
de mesma idade e condi¢des ambientais, isto ¢,
diferentes populagdes interagiriam com a populagao
dominante de Ca. Liberibacter spp. acentuando
ou atenuando os sintomas da doencga. Por outro
lado, bactérias endofiticas benéficas poderiam ser
utilizadas no controle bioldgico.

Considerando a especificidade que usualmente
ocorre entre patogeno e hospedeiro, € interessante
destacar que a existéncia de outras Liberibacter
causadoras da sindrome HLB em outras regides do
mundo deixa margens para hipoteses sobre suas
origens. Se a interacdo entre a planta e a bactéria ¢é
altamente compativel, isto é, leva ao desenvolvimento
da doenga, ¢ provavel que todas as bactérias
causadoras de HLB tenham uma origem comum,
que deve ser a mesma dos citros. Se a interacdo
apresentar inespecificidade, isto ¢, a bactéria ¢ capaz
de colonizar varios hospedeiros, isso pode ser um
indicativo de que as novas espécies eram restritas as
novas areas e que passaram a infectar citros por terem
um vetor comum. Ambas as hipdteses sdo provaveis
¢ ambas se ajustam a baixa competitividade de Ca.
L. americanus, representada pelo baixo percentual de
plantas infectadas com essa espécie em relacdo a Ca.
L. asiaticus em seis anos de comprovagao da doenca
no Brasil (Lopes et al., 2009).
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BIOLOGIA E HOSPEDEIROS

A incapacidade de cultivo rotineiro de todas as
espécies de Ca. Liberibacter associadas ao HLB dificulta
sobremaneira o melhor conhecimento de sua biologia.
Exigéncias nutricionais, efeito de fatores abidticos
sobre a taxa de crescimento, interacdo com outros
microrganismos, hospedeiros e vetor, diversidade,
filogenia e genoma sdo dificeis de serem avaliados sem
um adequado sistema de cultivo. No entanto, muitas
informagdes tém sido obtidas em experimentos com
transmissdo através de tecidos infectados, vetor ou com
plantas parasitas do género Cuscuta.

A partir da transmissdo por enxertia com
borbulhas infectadas ¢ possivel monitorar através
de PCR quantitativo, ndo s6 a populacdo da bactéria
ao longo do tempo, como sua distribuicdo dentro da
planta. Estas informag¢des sdo importantes na avaliacao
do periodo de incubagdo da doenca (da transmissdo
ao desenvolvimento de sintomas) e na relag@o entre o
titulo (concentragdo) da bactéria, o desenvolvimento
de sintomas e a disponibilidade da bactéria para ser
transmitida pelo vetor. Neste sentido, Coletta-Filho
et al. (2010) observaram aumento da concentragdo da
bactéria da ordem de dez mil vezes maior, 210 dias
apos enxertia, coincidente com o desenvolvimento de
sintomas da doenga. Portanto, nesse periodo, mesmo
sem sintomas, a planta podera estar apta a servir de
reservatorio para transmissdo da bactéria pelo vetor.
Experimentos colaborativos entre pesquisadores do
Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”- IAC e a
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Piracicaba-SP (USP-ESALQ) estdo em andamento para
se confirmar esta hipotese.

A distribui¢do da bactéria nos tecidos apresenta-
se altamente irregular, o que muitas vezes pode
comprometer a amostragem para diagnostico. Para
comprovar isso, a populacdo bacteriana tem sido
monitorada por PCR quantitativo em diferentes
orgaos e tecidos de plantas. Observa-se variagdo na
concentragdo da bactéria da ordem de 107 a 10! g! de
tecido, podendo ser detectada em raizes, lamina foliar,
peciolo e frutos, particularmente no eixo da columela,
onde se concentram os feixes vasculares (Tatineni et al.,
2008). Em sementes, a bactéria pode ser detectada no
tegumento, mas nao pode ser comprovada no embrido e
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nos cotilédones. A distribuigao sistémica da bactéria na
planta, inclusive no sistema radicular, explica porque a
poda para eliminacdo de tecido infectado nao funciona
no manejo da doenga (Lopes & Frare, 2008). Deve ser
destacado que o tamanho médio da bactéria estd em
torno de 0,1 a 2 mm, enquanto os poros da placa crivada
dos elementos de vasos do floema tém em média 14
mm (Tatineni et al., 2008; Lin et al., 2010).

Uma das principais alteragdes anatomicas
observadas em tecidos com a bactéria do HLB ¢ a
formagdo e deposi¢do de alta quantidade de calose
aparentemente bloqueando os poros da placa crivada,
acompanhado de aciimulo de sacarose, provavelmente
resultado dos distarbios de transporte nos vasos do
floema. Nao ocorre acumulo consideravel de bactéria
dentro do vaso crivado, que implique no bloqueio da
placa e, diferentemente de outras bactérias do sistema
vascular, as bactérias do HLB ndo parecem formar
agregados de biofilme. As alteracdes anatomicas e
bioquimicas sdo positivamente correlacionadas com a
expressao de genes ligados a sintese de amido e proteinas
do sistema estrutural e funcional do floema (Kim et al.,
2009). Portanto, assim como outras bactérias de floema,
o mecanismo de patogenicidade das bactérias do HLB
estaria associado a inducao de disturbios metabolicos
no hospedeiro, provavelmente em resposta a produtos
da bactéria, levando ao desequilibrio no metabolismo
de carboidratos. No entanto, essa hipdtese ainda nao
esta completamente comprovada.

As dificuldades no cultivo das bactérias do HLB,
ndo tém impedido o estudo do efeito da temperatura
sobre seu crescimento. Mesmo utilizando-se plantas
infectadas com espécies diferentes, foi comprovado que
temperaturasacimade27°C afetam demodo significativo
a taxa de multiplicagdo de Ca. L. americanus, sendo
que acima de 32° C ndo ¢ mais possivel detecta-la.
Ca. L. asiaticus por sua vez multiplica-se bem até 35°
C (Lopes et al., 2009). Assim como foi demonstrado
para Ca. L. africanus (Schwarz et al., 1972), confirma-
se também o efeito da temperatura na biologia dessas
bactérias, com implica¢des no manejo da doenga.

Embora a diversidade genética das bactérias
do HLB possa ser considerada baixa, elas induzem
respostas diferentes em diferentes gendtipos de citros
e géneros afins. Essa resposta diferencial tem permitido
agrupar diferentes isolados de Ca. L. asiaticus em

funcdo da severidade de sintomas que desenvolvem
nos hospedeiros. Recentemente Folimonova et al.
(2009) agruparam diferentes genotipos de citros
em sensiveis (apresentam clorose severa nas folhas,
redug¢do de crescimento e, eventualmente, morte da
planta), moderadamente tolerantes (alguns sintomas
dispersos, pouca ou nenhuma reducdo de sintomas,
sem inducdo de morte da planta), folerantes (poucos
sintomas), ou genodtipos com reagdo variavel (sintomas
severos somente em setores da planta com redugao de
crescimento parcial). Dentre os sensiveis incluem-se as
laranjas (Citrus sinensis), clementina (C. clementina
Hort. ex. Tan.), pomelos (C. paradisi Macf.) e tangelos
(C. reticulata Blanco x C. paradisi). Nos genotipos
com resposta variavel a infecgdo estdo as toranjas (C.
grandis Osbeck), tangerina Cledpatra (C. reshni Hort.
ex. Tan.) e kumquat (Fortunella sp), laranja Azeda (C.
aurantium L.), limao Volkameriano (C. volkameriana
Pasq.), citrumelo Swingle (Poncirus trifoliata L. Raf.
x C. paradisi), cidra (C. medica L.), limao Tahiti [C.
latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka] Christm.), limao Galego
[C. aurantifolia (Christm.) Swingle] e tangerina Sue
Chu Sha. Como genoétipos tolerantes foram confirmados
o limdo Eureka [C. limon (L.) Burm. f.], lima da Pérsia
(C. limettioides Tanaka), citrange Carrizo (C. sinensis
X P trifoliata) e Severinia buxifolia. Curiosamente P,
trifoliata ndo apresenta resposta consistente, uma vez
que pode apresentar baixos titulos da bactéria nos seus
tecidos.

Monitorando a populagdo bacteriana através de
PCR quantitativo foi possivel também observar resposta
diferencial de genotipos de citros e géneros afins
(Boscariol-Camargo e Cristofani-Yaly, comunicagéo
pessoal). As tangerinas parecem ser as espécies que
melhor multiplicam a bactéria, com destaque para
a mexerica-do-Rio (Citrus deliciosa Ten.) que pode
apresentar concentragdes da bactéria cerca de 3x maiores
que as concentragdes encontradas nas tangerinas
Ponkan e Cravo (C. reticulata Blanco). Fica evidente
também que os sintomas sao os mesmos em diferentes
genotipos. O acompanhamento e comparagdo entre
plantas de tangerina Sunki (C. sunki hort. ex. Tan.) e
P. trifoliata inoculadas com Ca. Liberibacter asiaticus,
revelou que este Gltimo apresentou multiplicagdo mais
tardia e menor concentracdo da bactéria em relacdo a
tangerina Sunki, no periodo de um ano. Como em P,
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trifoliata, a taxa de infecg@o foi menor, a multiplicacao
da bactéria foi mais lenta, apresentando menor titulo,
sugere-se que essa espécie apresenta maior tolerancia a
bactéria do HLB.

Analises com os oito géneros afins (Severinia,
Microcitrus,
Fortunella, Merope, ¢ Micromellum) confirmaram a
presenca da bactéria em todas as plantas, porém com
variagdo na concentra¢do do inoculo ao longo dos
meses. De modo geral, houve aumento na concentragdo
da bactéria no tecido da planta nos meses mais frios,
entre julho e setembro, mas todas apresentaram uma
redug¢do no numero inicial de cépias do 16S rDNA
bacteriano detectado.

A maior reducdo na concentracgdo da bactéria foi
observadanos géneros Afalantia, Poncirus, Eremolemon
e Microcitrus, chegando a diminuir de 10°para 10' 16S
ml! do DNA bacteriano em Atalantia e de 10° para 10°
NC-16S ml! em Microcitrus. Estes resultados sugerem
uma maior tolerancia desses genotipos a presenga
da bactéria, podendo ser interessante aprofundar os
estudos nestes géneros para entender quais mecanismos
de tolerancia ao HLB estao sendo ativados.

Fica evidente, portanto, que as bactérias do HLB
podem se multiplicar em todos os gendtipos de citros e
géneros proximos, porém a resposta desses genotipos,
representada pelos sintomas da doenga, ¢ extremamente
variavel. Fica claro também que ndo existe genotipo
imune a bactéria dentro do grupo dos citros e afins.
Dessa forma, a busca por resisténcia devera focalizar
outras abordagens.

Atalantia,  Poncirus, Eremolemon,

Experimentalmente as bactérias do HLB podem
ser também transmitidas a hospedeiros alternativos,
como vinca (Catharantus roseus) e tabaco (Nicotiana
tabacum) através da conexao vascular estabelecida por
plantas parasitas do género Cuscuta spp., nas quais estas
bactérias também induzem sintomas de clorose (Scheler
et al. 2009), reducao de crescimento e morte da planta
(Figura 2). Além de se multiplicarem em taxas muito
maiores que em citros (Locali-Fabris et al., 2008), o
uso de hospedeiros alternativos tem sido uma opcao
para avaliacdo de respostas da bactéria a antibidticos
(penicilina) e biocidas (DBNPA, 2,2-dibromo-3-
nitropropionamida), sendo evidenciada a eliminacao da
bactéria e promogao de crescimento das plantas (Zhang
et al., 2010).

CULTIVO E GENOMA

Embora tenha havido muitas tentativas de cultivo
da bactéria sem sucesso, alguns relatos de cultivo sdo
promissores, porém a maioria ainda ¢ inconclusivo.
Os primeiros relatos sobre cultivo de organismos
associados ao HLB remontam da década de 1970 (Gosh
et al., 1971) e 1980 (Garnett, 1985), quando ficou
estabelecida a associacdo com bactérias. No entanto,
esses trabalhos nao se confirmaram e somente com a
expansdo da doenga nos anos 2000 € que novos relatos
foram publicados sobre seu cultivo.

Em 2008 Davis e colaboradores, utilizando meios
de cultura complexos, obtiveram culturas de bactérias
a partir de tecidos infectados com Ca. L. asiaticus, que

Figura 2: Aspecto geral de plantas (A) de vinca sadia e infectada (seta) e (B) e de laranja fonte de Ca. Liberibacter

para transmissao por Cuscuta.
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se mostraram positivas para a presenca da bactéria, mas
co-cultivada com outra bactéria, possivelmente uma
Actinobacteria semelhante a Propionibacterium acnes,
bactéria associada a acne humana. Sao informagdes que,
se confirmadas, podem corroborar a hipotese que o HLB
poderia estar associado a mais de uma bactéria agindo de
modo sinergistico.

Scheler et al. (2009) estabeleceram um meio
definido denominado Liber A, a partir de meios
testados para outros organismos fastidiosos, com
adicao de fosfatos, NADP, cicloheximida ¢ extrato de
homogeneizado de peciolo e nervura central de folha
de laranja doce. De acordo com os autores, utilizando
esse meio ¢ possivel isolar e cultivar as trés espécies
de Ca. Liberibacter associadas ao HLB. Infiltrando
a bactéria em folhas, os autores teriam reproduzido
os sintomas de HLB, embora ndo tenha sido possivel
observar sintomas em frutos em fun¢do da reduzida
idade das plantas testadas. Embora o postulado de Koch
nao tenha sido completamente preenchido, os autores
consideram que seus resultados confirmam a associagao
dessas bactérias com HLB em citros. Como em todo
trabalho cientifico, a repeticdo desses resultados em
outros grupos, tem sido a fase critica para seu completo
estabelecimento.

A principal dificuldade em concluir o
sequenciamento completo do genoma das bactérias
do HLB estd no fato de elas ndo serem cultivadas
rotineiramente. Desse modo, para a obtengdo de
DNA com qualidade minima para sequenciamento
deve-se proceder a abordagens alternativas, entre
elas metagenoma, seja de DNA total de plantas
infectadas (citros ou vinca) ou do vetor, que pode
ser complementada com imunocaptura da populacao
bacteriana no seu interior. O termo metagendmica
significa a andlise gendomica de comunidades de
microrganismos usualmente ndo cultivados (Schloss
& Handelsman, 2003). A técnica consiste na analise
biologica de comunidades de microrganismos presentes
em nichos como solo, ambiente aquatico, biofilmes,
orgaos humanos, entre outros, através da montagem,
sequenciamento e analise de bibliotecas metagendmicas
de DNA total (Breitbart et al., 2002; Venter et al., 2004).
Embora essa abordagem possibilite a obtencdo de DNA
de qualidade, sua concentracdo ainda ¢ muito baixa, o
que impede a construcdo de bibliotecas de fragmentos

menores de DNA para sequenciamento. No entanto,
através de amplificagdo por PCR de fragmentos longos
de DNA ¢ possivel obter fragmentos que podem ser
clonados e sequenciados.

Duan et al. (2009) utilizando a estratégia de
metagenoma de vetores infectados (na ordem de
1,29 x 10" copias do genoma da bactéria/psilideo),
apresentaram a primeira versao do genoma completo de
Ca. L. asiaticus. Com uma cobertura de 16 vezes, obtida
através de pirosequenciamento, o genoma circular da
bactéria foi estimado em 1.227.204 pares de bases (ou
1,227 Mb), contendo aproximadamente 1186 genes,
sendo 74% homologo ao de outras bactérias. Candidatus
Liberibacter solanacearum ¢ uma espécie bacteriana
associada a doengas também transmitidas por psilideos
a solanaceas, como batata e tomate (Liefting et al., 2009;
Li et al., 2009) e até o momento considerada a primeira
Liberibacter a infectar naturalmente hospedeiros fora
da familia Rutaceae (Liefting et al., 2009). Antes da
apresentacdo completa do genoma de Ca. Liberibacter
asiaticus, comparagoes gendmicas, utilizando resultados
de sequenciamento quase total dos genomas de Ca.
Liberibacter solanacearum (CLso) e Ca. Liberibacter
asiaticus (CLas), evidenciaram tamanho ¢ composi¢do
genOmica muito similares entre estas espécies (Tabela 1).

De modo geral, o genoma de Ca. L. asiaticus
apresenta similaridade com bactérias da familia
Rhizobiacea, com limitada capacidade respiratorio-
aerobica e aparente dependéncia do metabolismo de
nitrogénio (aminoacidos) para obtencdo de energia.
Além do mais, a bactéria possui um complexo sistema
de transportadores, que normalmente sdo limitados
em bactérias intracelulares como Ca. L. asiaticus.
Nao foram encontrados genes tipicos associados a
patogenicidade, sugerindo que essa bactéria teria
um estilo de vida parasitaria, com reduzida intera¢ao
ativa com seu hospedeiro. Os autores concluem que
provavelmente a bactéria provoca a doenca ao interferir
com mecanismos de transporte no floema, seja por
bloquear as placas crivadas, seja por desbalango no
metabolismo de actcar. Por outro lado, a bactéria
apresenta um genoma relativamente maior e atipico de
bactérias intracelulares.

Os resultados de Duan et al. (2009) foram
confirmados por Tyler et al. (2009) com abordagem
metagenomica de tecidos de floema de plantas de laranja
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Tabela 1. Analises comparativas entre genomas de espécies de Ca. Liberibacter (Duan et al., 2008)

Caracteristicas gendmicas CLso CLas
Tamanho do Genoma (n° de pares de bases) 1.247.299 1.226.704
GC % 35,1 36,5
CDS 1.126 1.124
rRNA Operons 3 3
tRNA 45 44
Proteinas hipotéticas 385 362
Pseudogenes 31 32
Tipos de proteinas de Transporte

Classe I — Canais/Poros 12 09
Classe II — Potencial eletroquimico e transporte dirigido 20 24
Classe III — Transportadores primarios ativos 101 92
Transportadores ABC 41 40
Sistema de secregdo - Tipo I e Tipo II 07 09
Classe IV — Grupo de Translocadores 01 01
Classe IX — Sistema de Transporte ndo caracterizado completamente 11 11
Total de Proteinas de Transporte 142 137

doce com HLB. No entanto, a principal conclusdo
desse trabalho foi a confirmagdo da ocorréncia de
somente Ca. L. asiaticus associado a plantas doentes,
ao contrario do que foi sugerido por Davis et al. (2009)
e Sagaram et al. (2009).

Cada vez mais se consolida a associacdo das
bactérias Ca. Liberibacter spp. com o huanglongbing.
Se elas sdo bactérias originalmente endossimbiontes
nos insetos e que podem também interagir com a
planta, ainda ¢ uma hipdtese a ser provada. Seu
genoma de cerca de 1,227 Mb ¢ maior do que de
bactérias endossimbiontes de insetos, que podem
apresentar genoma menor (cerca de 0.6 Mb) ¢ altissima
especializagdo nas interagdes endossimbidticas com seu
hospedeiro. Por outro lado, seu genoma é menor que
algumas bactérias fastidiosas, como Xylella fastidiosa
(2,4 Mb), indicando menor especializacdo, porém
dependéncia completa do hospedeiro para sobreviver.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Apesar do pouco tempo de constatacdo do HLB
em Sao Paulo e na Florida, ja houve significativo avango
no conhecimento de agentes causais. No entanto, sem um
eficiente sistema de cultivo, os avangos na fisiologia e
genética ficam restritos € nem sempre sao conclusivos. O
tamanho do genoma da bactéria, leva a hipétese que possa
ser um organismo com relativa autonomia metabdlica em
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relacdo aos seus hospedeiros, ampliando as perspectivas
para cultivo e manutenc¢ao in vitro. O conhecimento de sua
diversidade permitiu o desenvolvimento de um adequado
sistema de diagndstico baseado em amplificagdo de
DNA, porém essa metodologia nem sempre tem a
rapidez necessaria para acompanhar o progresso da
doenga, principalmente em plantas assintomaticas. Cada
vez mais fica claro que, monitorar a doenga através de
sintomatologia nem sempre permite uma precisa avaliacao
do periodo de incubagio da bactéria.

Hospedeiros alternativos para multiplicacdo
da bactéria, como vinca, t€ém se prestado muito bem
para o melhor entendimento da bactéria e o teste de
produtos que eventualmente poderiam ser utilizados no
seu controle. No entanto, o modelo de planta herbacea
anual nem sempre se aplica a planta lenhosa perene.

O foco na biologia da bactéria deve ser mantido
e ampliado, pois somente assim sera possivel avaliar
melhor as interagdes com seus hospedeiros, seja a planta
ou seja o vetor. Seguramente dai surgirdo abordagens
de controle mais seguras e fundamentadas.
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