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Diagnodstico molecular de doencas de plantas

Globalizacao dos mercados de produtos agricolas — intercambio de material
vegetal — protecao

Necessidade de diagndstico confidavel — tomada de decisdes — manejo de doencas
Estratégias de prevencao contra novas introducdes e progressdes de doencas
Avaliacao de um grande n° de amostras em curto periodo de tempo

Material perecivel — ferramentas de diagndstico no local — patégenos
guarentenarios — elevar eficiéncia e rapidez na inspecao — fronteiras



Principios dos métodos moleculares

v" Ferramentas essenciais para a diagnose precisa de doencas de plantas

v" Acidos nucleicos — DNA e RNA — especificidade
v Reacdo da amplificacdo da polimerase em cadeia (PCR)
v'RT-PCR
v Nested-PCR
v PCR multiplex
v/ PCR quantitativa em tempo real (qPCR)
v’ Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

v’ Hibridizacdo
v’ Microarranjos



Preparo da amostra para analise molecular

v" Essencial, critico

v" Protocolos eficientes e reprodutiveis — processamento de lotes de amostras
v' Isolamento de acidos nucleicos — DNA e RNA

v’ Evitar a presenca de compostos inibitdrios — comprometer a deteccdo

v’ Polissacarideos, compostos fendlicos, dleos, latex
v' Patdgenos biotréficos — material do hospedeiro infectado



Preparo da amostra para analise molecular

v" Uso de kits comerciais para extracdo de acidos nucleicos:
v" DNeasy e RNeasy Plant System — Qjagen
v" Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega

v NucleoSpin Plant Il - Macherey-Nagel
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Extracao de acidos nucleicos

Protocolo convencional - CTAB

Lise celular — rompimento da parede celular e membrana citoplasmatica
Remocao de polissacarideos e proteinas — SDS

Precipitacao dos acidos nucleicos — alcool

Degradacao do acido nucleico nao alvo — uso de RNAse ou DNAse
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Extracao de acidos nucleicos

DNA extraction
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Extracao de acidos nucleicos

v" Quantificacdo - Eletroforese em gel de agarose

ﬁ DNA sample in gel loading buffer
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Extracao de acidos nucleicos

v' Quantificacdo
v’ Eletroforese em gel de agarose + marcador de concentracdo conhecida

v’ Coloracdo do gel com SYBR Green — deteccdo sob luz UV (em
substituicdo do brometo de etideo — tdxico)

v" Diluicdo — 10 ng/ulL para PCR

50ng 100ng 1




Extracao de acidos nucleicos
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Exponential
Amplification

Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially

PCR

v’ Amplificac3o in vitro a partir
de uma Unica molécula de
acido nucleico — exponencial

v'DNA ou RNA polimerase —
duplicacao material genético
durante divisdes celulares
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PCR
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‘Nucleotide:-*,:used to T

create the Primers=specific to the
complimentary DNA  section of DNA to be
strand. copied.

DNAsgenstic. PEACTION BUFFER + water

copied. enables the chemical
reaction to take place.

Tag polymerase=enzyme that reads
the original DNA sequence and
makes a complimentary copy.

Linceln

In addition, Tagman requires
a specially labelled probe.
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https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo



https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo

PCR

v" Programacao de amplificagdo:

v Desnaturac3o inicial — 94-96°C por 2 a 5 min
v’ Ciclagem — 30-40 ciclos
v’ Desnaturacdo — 94-96°C por 30 seg
v'Anelamento — iniciador + alvo — 50-65°C - 30 seg a 1 min
v Extensdo — 72°C por 30 seg a 1 min
v’ Extensdo final — 72°C por 5 a 10 min

v Termociclador

v' 2a3horas
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PCR

Visualizacao da amplificacao
v’ Eletroforese em gel de agarose + marcador de concentracdo conhecida

v’ Colorac3do do gel com SYBR Green — deteccdo sob luz UV
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PCR

Vantagens:

v" Deteccdo de um Unico alvo em misturas complexas — iniciadores
projetados complementares a regides unicas do genoma do patogeno alvo

v' Deteccdo rapida e especifica de multiplos alvos

v Deteccdo de patdgenos ndo-cultivaveis como virus, algumas bactérias e
fitoplasmas e fungos biotréficos

v" Custo ~RS 3,00/amostra



PCR

Pontos negativos:

v" Presenca de amplificacdo confirma a presenca de DNA do patdgeno na
amostra testada, mas nao a sua viabilidade

v' Contaminantes

v" Inibidores

v" Informac3o prévia de sequéncias gendmicas



v Deteccio de virus de plantas

v Alta sensibilidade e especificidade
v Maioria virus RNA

v’ Transcricdo reversa converte

RNA em cDNA — amplificacao por PCR

RT-PCR
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Eur ] Plant Pathol (2015) 142:419-426 RT- P C R

DOL 10.1007/510658-015-0622-y

Identification of natural weed hosts of Tomato chlorosis virus
in Korea by RT-PCR with root tissues

Eui-Joon Kil - Ye-Ji Lee - Seungechan Cho - Chung-Kvoon Auh -
Donggiun Kim « Kyeong-Yeoll Lee - Mi-Kyeong Kim -
Hong-Soo Choi - Chane-Seok Kim - Sukchan Lee
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Fig. 2 Detection of Tomato chiprosiz virus (ToCV) in weeds
collected from a ToCWV-containing greenhouse. Lane N, non-
mlected tomato plants; lane P, ToCV-infected tomato plants

FIGURE 1 - Tomato chlorosis virus on plant showing leaf
symptom of interveinal chlorosis. Afonso Claudio ES. 2007.

Tomato chlorosis virus (ToCV) é uma espécie do género Crinivirus, transmitida
por Bemisia tabaci bidtipo B
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Nested-PCR

v" PCR em 2 etapas:
v’ Pré-amplificacdo com 1° par de iniciadores externos
v" Amplificagdo com 2° par de iniciadores internos

v" DNA ou RNA molde da 22 reacdo = produto amplificado da 12 reac3o
v Detecc¢do material genético em baixa quantidade na amostra: > sensibilidade

v Risco de contaminacdo — 2 rodadas de amplificacdo em 2 tubos

Deteccao de Citrus tristeza virus
(CTV) (Olmos et al., 2003)
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Nested-PCR

Deteccao de Citrus tristeza virus (CTV)
(Olmos et al., 2003)
- Diluicao 10 x planta sadia: infectada

IC-RT-PCR
131pb
PINI, PIN2
IC-RT-nested PCR
131pb
PEX1,PEX2
PINI1, PIN2

Fig. 2. Comparison of the sensitivity of IC-RT-PCR and IC-RT-nested PCR in a single
closed tube using ten-fold serial dilutions of an extract of Washington Navel sweet
orange prepared in an extract from healthy sweet orange. The molecular weight of the
amplicons (131 bp) was the same in both PCR variants because RT-PCR was performed
using primers (PIN1, PIN2) internal to PEX1 and PEX2 used in the first round of ampli-
fication.
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PCR multiplex

Strain A Strain B StrainC Strain D

v Amplificacdo simultanea de @@ @@@ @% @@
multiplos alvos na mesma reacao — @ @ @ @@
multiplos patdégenos na mesma |
planta — reducao de custo

v’ Verificar compatibilidade entre
iniciadores — teste in silico e
experimental PCRwith all four primer

pairs in a single tube

Marker ¢

| [
[

422

318
275
232

181

"
N

141




PCR multiplex

A Multiplex PCR Assay to Characterize Potato virus Y Isolates
and Identify Strain Mixtures

- Virus do mosaico da batata
(PVY)
- PVY NN (3) - anéis necréticos

Lorenzen et al. (2006)

L L nos tubérculos
— —— 689 bp
Loy
—— 452 bp
bl —— 398 bp
B —— 328 bp
—— 267 bp
—— 181 bp

(Antdnio Carlos de Avila)

Fig. 2. Separation of polymerase chain reaction (PCR) products produced by the Potato virus Y (PVY) strain types detected by this assay and artificial mix-
tures of the above strain types. From left to right: L = 100-bp molecular size ladder, 1 = PVY?, 2 =PVY™, 3 =PVYN™ 4 =PVYNO 5 = NA-PVYNNIN 6 =
negative control, 7 = PVY? + PVYN, 8 = PVY? 4+ PVYN™N 9 = PVY? + PVYNO, 10 =PVYN + PVYNTN 11 = PVYN + PVYNO, 12 = PVYNTN 4 PVYNO L
= 100-bp molecular size ladder.
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PCR quantitativa (qPCR)

Amplificacao simultanea de multiplos alvos na mesma reacao — varios patogenos
em um unico hospedeiro

Permite a quantificacao do patdégeno e o monitoramento da reacao em andamento
Verificar compatibilidade entre iniciadores — teste in silico e experimental

> rapidez, especificidade e confianca

Sistema fechado, < risco de contaminacao cruzada

> sensibilidade, < concentracao de reagentes na reacao

Resultado direto em 1,5h de reacao — elimina eletroforese

Plateau Phase

w L /,,o o-o-o-{ Positive Sample

VS

Linear Phase

Normalized Fluorescence

~ Exponential Phase
Baseline Region

N i)
-4 _Neg F_'.LL\J-}J;,LLL: PIE




PCR quantitativa (qPCR)

Choice of target sequence
Single-copy or multi-copy?
Level of specificity?

18S

ITS1

5.85

ITS2

28S

Choice of detection method

Intercalating dye or fluorogenic probe?

111

1Ll

Choice of oligonucleotides

Tm, GC content, secondary structure etc

J.l.l.l.I.I.I.I.I..LI.LIIH]I

» qPCR assay

Figure 1. The three initial steps in the development of a diagnostic real-time PCR assay.

Almquist (2016)
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PCR quantitativa (qPCR)

* Fases exponencial, linear ou logaritmica e plateau

* Threshold
* Cycle threshold (C;)

A
Plateau
g Linear
g &
@ 3 Threshold
g 8 l
5 = | Exponencial
o 2
I &
Ciclos >

2015 © Lucas Secchim Ribeiro



PCR quantitativa (gPCR)

7500 Real-Time PCR System — termociclador — Life Technologies/Thermo Fisher
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PCR quantitativa (qPCR)

SYBR Green

SYBR Green
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PCR quantitativa (gPCR)

FRET R = reporter
Q = quencher

A w S =sonda
S ID = iniciador direto

IR = iniciador reverso

B ||||||||||

S’ ID

59
||||||||||

< o
IR 5
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L 20 _SsssEEEEEESSSESSEEEE

C
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PCR quantitativa (qPCR)

Strain A Strain B
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PCR with all four primer
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Detection

Tagman - multiplex

Reporter dye:

Normalized absorbance

HEX Texas Red

Channel1 Channel2 Channel3 Channel 4
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PCR quantitativa (gPCR)

e Quantificacao — curva padrao — diluicao seriada

C N0 NOC N NC N N

10°ng 10 ng 10°ng 101 ng 102 ng 103ng 10“ng 10° ng

AL

Curva padrao Diluicao 8 X (fator de diluicao 10:1)
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PCR quantitativa (gPCR)

e Quantificacao — curva padrao — diluicao seriada

* Cycle Threshold (C;) x quantidade de DNA do alvo

Amplification Pict

aRrRn

4 ]
. .
o.000 1/ /AN A/
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0.000001 v v . - . . v v
2 s L) 4 w 7 1% 1 »n 2 a Ju » fa O w v n H &

13 158 201 23.8 27.7 30.9 341
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PCR quantitativa (gPCR)

e Quantificacao — curva padrao — diluicao seriada

* Cycle Threshold (C;) x quantidade de DNA do alvo

SEEN

1] 1] 2 3 4 5 ] 7
log n® copias
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PCR quantitativa (qPCR)

Deteccao molecular de fungos fitopatogénicos associados as sementes de
soja — Auxilio FAPESP - 2013-2015 - Prof. Dr. Nelson S. Massola Jr

Semente de soja — veiculo de disseminacao de doencas (fungos, bactérias,
virus e nematoides)

Sementes sadias
Detecc¢ao precisa

Exclusao
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Fungos patogénicos associados as sementes de soja

O Colletotrichum truncatum
Q Corynespora cassiicola
O Phomopsis spp.

O Sclerotinia sclerotiorum

S
Jaccoud Filho (2010)
34

Riccioni & Petrovi¢

Ramiro (2015)



PCR quantitativa (qPCR)

Sclerotinia

Colletotrichum
sclerotiorum

Corynespora
truncatum

@ & ©
& =,
@ga & eb

|- o0

PCR with all four primer
pairs in a single tube

Phomopsis spp.
separadamente

Ciampi-Guillardi et al. (dados
nao-publicados)

Detection
Reporter dye:

Normalized absorbance

v Anelamento: 60°C

v' 45 ciclos

v’ iniciadores (primers) especificos

FAM

Channel 1
515-530

560-580
HEX

Channel2 Channel3 Channel 4
610-650 675-690

Texas Red

1.00
0.90
0.80
0.70
0.60 -
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10

/

0.00 T
475 500

/

T
550

T
600 650
Wavelength, nm
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PCR quantitativa (gPCR)

Avaliacao da especificidade dos iniciadores e sondas — PCR convencional

-

4-CoryF1/R1 75pb 2-ColF1/RS ~ 98pb

43|44|48|a9|s1|52|38| 39| 40| 30| 31| 32| 35 36| 37|51 | 52| 53
| Fus Collet

Ciampi-Guillardi et al. (dados nao-publicados)
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PCR quantitativa (qPCR)

Avalia¢ao da sensibilidade dos iniciadores e sondas
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Ramiro (2015)
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PCR quantitativa (qPCR)

Avaliacao da sensibilidade dos iniciadores e sondas

Valores de C+2

Quantidade inicial de Phomapsis spp. Coryn_gspora Colletotrichum Sclero_tinia

DNA cassiicola truncatum sclerotiorum
3 x 102ng (300 ng) 16,47+0,26 18,63 +0,30 20,86 +0,20 2727 +1,67
3 x 10'ng (30ng) 20,86+0,23 21,48 +0,09 24.10+0,12 28,49 + 0,31
3 x10°ng (3ng) 24,24+0,34 27,74 +0,69 27,53+0,03 31,39+ 0,50
3 x10'ng (300 pg) 29,43+0,09 27,24 +£0,17 30,81+0,02 34,82 +0,09
3 x102ng (30 pg) 33,88+0,18 30,90 +0,18 34,67+0,23 38,86+0,24
3x10°ng (3 pg) 39,43+0,06 35,58 + 1,20 37,69+ 0,31 42,00+ 0,91

3 x 10“ng (300 fg) 42,82+ 0,10 38,26 = 0,53 0 0

Ciampi-Guillardi et al. (dados nao-publicados)
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PCR quantitativa (gPCR)

Deteccao por gPCR duplex — Tagman — sondas fluorescentes
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ARN

PCR quantitativa (qPCR)

v' Detecgdo por qPCR triplex — Tagman — sondas fluorescentes

1.75

1.50

125

1,00

0,50

0,25

0,00

Amplification Plot

Corynespora

Soja

Colletotrichum

14

16

18 20 2 2 X6

Cycle

23

N O ®» OH ¥ =B M

ARN

1.75 4

1.50

1,25 1

1,00

0,75 1

Amplification Plot

Corynespora _——
>

//
/
l/
"/
]
Soja
/ -
/ -
',/
74 ; o
- — " Scle
10 12 16 18 20 2 28 28 23 N ®¥’ MK ¥ =M M

Cycle

40



PCR quantitativa (qPCR)

v Deteccdo por qPCR tetraplex — Tagman — sondas fluorescentes

ARN
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PCR quantitativa (qPCR)

Avaliacao da sensibilidade do método de deteccao

1 DiluicGes das sementes (sementes inoculadas: sementes sadias) nas
seguintes proporgoes:

1:399 (0,25%) Embebigé de sementes em agua ultrapura
1:799(0,125%)
1:1599 (0,0625%)

100 mL de agua ultrapura : 100 sementes
Ramiro (2015)
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PCR quantitativa (qPCR)

Avaliacao da sensibilidade do método de deteccao

v" Detecc¢do por gPCR tetraplex — Tagman — sondas fluorescentes

Incidéncia de Se_:rr_]entes Valores de C2
sementes artificialmente
arF|f|C|aI mente inoculadas /total Phomopsis Corynespora  Colletotrichum Sclerotinia
inoculadas de sementes
100% 400/400 32,36+0,02 31,39+0,25 29,58+0,16 33,99+ 0,09
0,25% 1/400 38,70+ 0,09 32,60 + 1,04 33,86+0,22 36,38+ 0,41
0,125% 1/800 37,92+0,47 35,08 £0,15 36,99+0,61 38,75+ 0,47
0,0625% 1/1600 41,45+0,50 38,27 £ 0,54 40,12+0,92 41,12+ 0,81
0 0/400 0 0 0 0

3 Dados representam a quantidade de DNA detectada em amostras (aliquotas) de 3L retirada da solucdo de
embebicdo de sementes em dgua em cada nivel de incidéncia

Ciampi-Guillardi et al. (dados nao-publicados)



PCR quantitativa (qPCR)

Validacao do método de detecg¢ao molecular por gPCR

15 amostras (Goiads, Minas Gerais e Parana)

400 sementes para:

* Blotter test
« Agar-azul de bromofenol \
* Embebic3o para qPCR

Ramiro (2015)




PCR quantitativa (qPCR)

Avaliacao da sensibilidade do método de detec¢cao: qPCR x método tradicional

L Blotter test ) Agar-azul de bromofenol

Ramiro (2015) 45



PCR quantitativa (qPCR)

Avaliacao da sensibilidade do método de detec¢ao: método tradicional
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Amostras de sementes de Goias Amostras de sementes de Minas Gerais
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Figura 3 - Incidéncia (em porcentagem) de Phomopsis spp. Colletotrichum truncatum, Corynespora cassiicola e Sclerotinia sclerotiorum
em amostras de sementes de soja provenientes dos Estados de Goias (A), Minas Gerais (B) e Parana (C), reveladas por meio do blotter
test e meio NEON
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PCR quantitativa (qPCR)

Avaliacao da sensibilidade do método de detec¢ao: método tradicional
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| hladter fesd

gPCR - detec¢cao mais rapida, sensivel e
especifica de Phomopsis spp., Sclerotinia
sclerotiorum em sementes de soja

Figura 4 - Incidéncia (em porcentagem) de Phomopsis spp. em amostras de sementes de soja provenientes dos Estados de Goias (A), Minas
Gerais (B) e Parana (C), avaliadas por dois métodos de deteccao, gPCR e blotter test
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PCR quantitativa (qPCR)

Deteccao molecular por gPCR: incidéncia em 81 amostras de 5 estados do BR

100,0 -~
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 - N Cory
50,0 E ColT
40,0 m Scle
30,0 B Pho

20,0
10,0
0,0
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PCR quantitativa (qPCR)

v' Huanglongbing (HLB) — greening

<

Uma das doencas mais destrutivas dos citros — perdas de até 100%

AN

3 espécies de bactérias: Candidatus Liberibacter asiaticus, C. L. africanus e
C. L. americanus

AN

Transmissao por psilideo — Diaphorina citri e/ou Trioza erytreae

v' Dificil de detectar — longo periodo de laténcia (6-12 meses), distribuicdo
nao homogénea na planta

Tabela 1: Resultado de mudas positivas para HLB por analise com qPCR

N de plantas positivas por gPCR (%)

1° Més 2° Més 3° Més 4°Més | 5°Més | 6°Més | 7T°Més
5 21 29 4L 52 54 94
(8,33%) | (35,00%) | (48,33%) | (73,33%) | (86,67%) | (90,00%) | (90,00%)

Correa et al. (2010)



Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

v' Amplificacdo por fotometria — turbidez da solu¢do — T°C constante (60 - 65 °C)
v" SYBR Green — alteracdo na coloracdo da solucdo — diagndstico visual
v' Amplificacdo eficiente e precisa + baixo custo — detec¢do de doencas

Target RNA or DNA 4 Key Primers OmniAmp™
FORWARD BACKWARD
AL R R R R R R R R R R R L) ‘.
JIIITIIY

1L

Bp
Flc Blc .
\l}l \[.}) polimerase

Target DNA Detail: Key primer sequences highlighted

} @ F3Cmm F2C w1 el 5§ Wl 5 Ml R 5
5 ol Rl Rl W B¢ o B2 e B2 3
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

lll, Elongation and racycling step
I. Starting material preducing step
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https://www.youtube.com/watch?v=RkSqI_mB-8E
https://www.youtube.com/watch?v=RkSqI_mB-8E
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https://www.youtube.com/watch?v=L5zi2P4lggw

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Development of LAMP and Real-Time PCR Methods for the Rapid
Detection of Xylella fastidiosa for Quarantine and Field Applications

S. J. Harper, L. I. Ward, and G. R. G. Clover

1 2 3 4 5 6 7 8

- Mal de Pierce da videira : 1 : . . -
- CVC ou amarelinho dos citros
- Pragas quarentenarias A2

gay~y. v ¥ 9.V

Test
Source of material Extraction method LAMP Real-time PCR*
Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon DNeasy + 20.86 = 0.01
PickPen w/lnvimag Kit + 2845+ 0.11
Sigma Extract n” Amp -
V. rotundifolia DNeasy + 2454 £0.18
PickPen w/Invimag Kit + 30.19 £0.03
Sigma Extract n” Amp -
Quercus rubra DNeasy + 17.82 £0.29
PickPen w/Invimag Kit + 22.39£0.22

Sigma Extract n” Amp

* Real-time PCR results with a crossing threshold value of =38 cycles were considered negative.
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Applied Microbiology

Joumnal of Applied Microbiology ISSN 1364-5072
ORIGINAL ARTICLE

Loop-mediated isothermal amplification for detection of

the tomato and potato late blight pathogen, Phytophthora
infestans

Z.R. Hansen', B.J. Knaus?, J.F. Tabima®, C.M. Press?, H.S. Judelson®, N.J. Griinwald®? and C.D. Smart’

Agnes_2B2
)
Fign@6_2F3 5 AgnB&_2F2 -

-
1 CTGCTOGACACGOG TG TCT ACGLG TG TG TGLCTAGUGCTAAG AAAC ACCATCATC ACCATC ACCACCA
GACGAGCTGTGUCCACAGATGUCCACACACCGATCGCGATTCTT TG TGO TAG T AGTGG T AGT ETGGT
Rgnds_2?Bic RgnB&_2L0O0P

L S

69 CCACCACCAGGAGA ACCAGAAGGTUGCGTGECOCAGTGGAC AACAAAGCATIGGTGTTGCTGGATGG
Eﬁmﬁmmm'GG'JE'JTCCAGCGCAC{K}GGTCAUCTGJ'TGTTTCGﬁﬁADCACAACGAECTACC

" RgnBe_ZFic

136  AGUTOGUACGGATGUGTTGOGTCGGUT AACGTCTGOGTOGUC GAGACGUACGGTGACTGUC CGTOCGH
TOGAGCCTGOCTACGE AACGCAFCCMMGW;GCTCTGCGTGCC ACTGACGLGCAGHOC

= RgnB6_3B3
204 TGOCCACTGOGUGTGGUTOGACACTGOGTGTGTACGGATGUCAGGACGGUGUGCAGGAGTCGACCCCGT
ACGGGTGACGUGCACCGAGU TGTGACCACACATGCCTAC GGTOCTGOCGC GUGTOC TC AGUTGGGGEA

77z GOGAAGGCTGCTCCAGTTATGAACAA ACGATTGGOGT TG TTGGHTT GGGACCAGGATGGCTGC ATCGAC
COCTTOCGACGAGHETC AATACT TG T T TGETAACCGCAACAACCAACCCTEE TCCTACCGACG TAGU TG

30 TCTGACCATGT
AGACTGGTACA

Figure 1 Agnd6_2 Loog-meadated mothermal ampification (LAMP) prmérs hocated witn the fonward and revese DRA secquences of a con-
senved portion of Region 86, LAMP primer sequences am haghighted in grey.

Figure 2 loog-medated mothesn sl argdficaton (LAMP] ITSE gremes tested with 3 T0-lold P infacrans DMA diuton samne. Postee LAMP faac-
theong resulfted 0 & cdour changs from videt 1o blue. P infestans DNA quantties from beft 1o mght 2 ngg 200 pg 20 pg; 2 pgo 02 pa; 0402 pg;
2 fg: no template (negatve canted).
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Development of a Loop-Mediated Isothermal Amplification Procedure
as a Sensitive and Rapid Method for Detection of ‘Candidatus
Liberibacter solanacearum’ in Potatoes and Psyllids

Aravind Ravindran, Julien Levy, Elizabeth Pierson, and Dennis C. Gross

B

TABLE 2. Comparison of polymerase chain reaction {(PCR) detection of ‘Ca.
Liberibacter solanacearum’ using a conventional PCR primer pair (LsoTX
16/23F/R), the newly developed loop-mediated isothermal amplification pro-
cedure (LAMP) primers (LsoTX165LAMP), and a quantitative PCR (gPCR)
primer pair (LsoF and HLBr) in assays of 10 zebra chip-symptomatic plants
from a commercial field in Weslaco, TX

Plant parts 16/23F/R 165 rDNA gqPCR
sampled primer set LAMP primer set primer set
Tuber W0 (100.0%r 910 (100.0%F /10 (100059 )
Stem 9/10 (90.0%) O 10 (90,04 ) LV 1O {10006
Petiole of 10 (90.0%:) O/ 10 (90.0%) 9710 (90.0%:)
Leaf 8/10 (BO.0%) B0 (BO.0%) &/10 (80.0%:)
‘Ca. Liberibacter

solanacearum’

detection total 3540 (87.5%) 35040 (87.5%) 36/40 (90.00%)

* Mumber of “Ca. Liberibacter solanacearum’-positive samples per total num-
ber (percentage).
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Crop Protection 68 (2015) 4148

Contents lists available at ScienceDirect ‘ b

Crop Protection

journal homepage: www.elsevier.com/locatelcropro |

e

A rapid field detection system for citrus huanglongbing associated @ T
‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ from the psyllid vector, Diaphorina
citri Kuwayama and its implications in disease management

Manjunath L. Keremane *°, Chandrika Ramadugu ", Esteban Rodriguez °, Ryo Kubota ¢,
Scott Shibata “, David G. Hall “, Mikeal L. Roose ", Daniel Jenkins ©, Richard F. Lee *

_ 40 9 _
C )
] R =10.9754 e
= 5=
= &) =
D £ /B
:_-;: 'llkj
E G 5
[ ]
24 4

et 1t 104 10t 10° 10°
Psyllid DNA extract dilution series

55



Microarranjos

Chips de DNA ou RNA — centenas a milhares de sondas — genoma do
organismo alvo

Multiplex — diagnose de multiplos patdégenos

Extracao de acidos nucleicos, PCR e deteccao diretamente no arranjo —

potencial p/ automacao

,Mgg /

3
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1 Extraction and labeling

Healthy control
/@ o

Leaf
T3> RNA
Virus infected

=i Labeled
cDNA

&’

2 Hybridization to array

Y

5% 8

3 Two-color scanning

ldentification as virus A

5;

Virus A Virus B
| |
OO OO

e ooy

- -
1 1
Wirus C Control plant
genes

Figure 2

A schematic diagram
detailing a simple
approach to virus
detection using a
microarray. RINA is
extracted from the
eest material and
known healehy leaf
material and reverse
eranscribed ineo
cDINA incorporating
flunorescently labeled
nucleotdes, Cy 3 is
used for the healthy
and Cy 5 for the test
material {1). The
cDINAs are pooled
and hybridized o the
array (2). Following
washing and
scanning of the
slides, the results
reveal specific
hybridization of
Cyi-labeled {Fed )
earget to the probe
spots belonging to
virns A. As an
internal positive
control, probes
homologous to plant
genes are also
present on the array,
these hybridize to
cDINA from both the
rest (labeled with
Cy5) and healthy
(labeled with Cy3)
planes, thus these
spots appear yellow.

Deteccdo de virus
de plantas por
microarranjo

Boonham et al. 2007
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Diagnostico molecular

Table 17.2 Comparison of sensitivity, specificity, feasibility, speed and cost of some different
techniques in the detection of plant-pathogenic bactenia and viruses. Adapted from Lopez et al.
(2009). Reproduced with permission of Elsevier.

Technique Sensitivity*  Specificity®  Feasibility" Speed Cost
Molecular hybridization — +¢ ++++ 14 + F++
Conventional PCR +++ ++++ +++ — ——+
Co-operational-PCR® R ++++ +++ +++ +++
Multiplex PCR +++ ++++ +++ +++ +++++
Real-time PCRf +++++ +++++ ++++ +++++  +++

Sensitivity: probability of detecting true positives.

bSpecificity: probability of detecting true negatives.

“Feasibility: practicability in routine analysis, execution and interpretation.

9The number of + symbols indicates how methods rate regarding each considered criterion, from acceptable
(+) to optimum (++4+++).

®Coupled with hybridization and colorimetric detection.

fUsing TagMan probes.

Sheikha & Ray (2014)
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Diagnostico molecular

v Escolha do método: custos de equipamentos e reagentes, tempo para
analise, n° de espécies investigadas e n° de amostras

v" Pontos fracos:

v" Em sementes, insetos vetores, agua e solo, a concentracdo do
patdogeno frequentemente esta abaixo do limite de deteccao dos
métodos (10-100 pg)

v’ Falso negativos — DNA alvo degradado, reagentes de baixa qualidade,
inibidores da polimerase

v’ Falso positivos — contaminacdo cruzada, artefatos
v' Tamanho amostral inadequado — n3o representativo da realidade
v’ Presenca de inibidores

v’ Deteccdo do acido nucleico — patégeno pode n3do estar vidvel —
guarentenarios — screening preliminar + testes convencionais



Deteccao molecular: O que é importante saber?

v' Métodos de monitoramento de patdégenos devem ser custo-efetivos, simples de
usar, robustos e rapidos, ter longa vida de prateleira e especificidade —
sensibilidade variavel

v" Além de produtores rurais, sdo Uteis para agéncias regulatdrias, exportadores,
importadores, agentes de extensao agricola — bioterrorismo

v" Desenvolvimento de dispositivos diagndsticos portateis para testes in loco, no
campo, servicos de laboratorio acessiveis

v J4 em uso na producdo de batata e citros — culturas com propagacdo vegetativa

<

Amplificacao do DNA (LAMP), gPCR multiplex, microarranjos

AN

Novas tecnologias - barcode, sequenciamento de nova geracao, biosensores,
espectrometria de massa — aplicacao em diagnose e identificacao de patdogenos

De Boer et al. (2012)




Questoes futuras

Desenvolvimento de iniciadores especificos a cada patdégeno — atualmente

indisponiveis para muitos deles

Confianca de banco de dados internacional de sequéncias genéticas —
precisao no diagnodstico
Validacao de cada teste — confiabilidade — antes da implementacao como

estratégias de controle de doencas ou acdes regulatoérias

Com maior precisao na determinacao da presenca de patogenos, limiares
devem ser estabelecidos para minimizar efetivamente a dispersao de
patogenos sem criar obstaculos desnecessarios ao comércio internacional

de produtos agricolas
De Boer et al. (2012)
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