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RESUMO

O uso de mudas pré-brotadas (MPBs) tem ganhado adog¢do visando a reducdo do
volume de material propagativo no plantio de cana-de-aglicar. A sanidade dessas mudas ¢
crucial para o sucesso do método, especialmente contra doencgas sistémicas bacterianas, como
o raquitismo-das-soqueiras e a escaldadura-das-folhas. A escaldadura, causada por
Xanthomonas albilineans, ¢ uma das doengas mais relevantes para a cultura, cuja disseminag¢ao
ocorre principalmente por meio de materiais de propagagdo infectados. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo otimizar o teste de diagnostico para deteccdo de X. albilineans em
MPBs. No primeiro ensaio, cinco pares de primers: Ala4/L1, PGBL1/PGBL2, XAF1/XARI,
XaQf/XaQr e XaABCF3/XaABCR3, foram avaliados tanto sob as condigdes originais descritas
pelos autores quanto sob modificagcdes propostas neste estudo. Adicionalmente, foram testadas
a sensibilidade em dilui¢des de DNA (poo/ de amostras) e a estabilidade de detec¢do ao longo
do tempo (preservagdo do DNA). Os testes aconteceram utilizando cultura pura da bactéria e
DNA total extraido de cana-de-agucar. Os resultados demonstraram que o par de primers
Ala4/L1, sob as modificacdes implementadas, foi o mais eficaz para o diagnostico. A utilizagao
de amostras compostas mostrou-se viavel, enquanto o armazenamento do DNA a +4°C
(refrigeracdo) foi o método de preserva¢do mais eficiente. Constatou-se ainda que intervalos
prolongados entre a extracdo do DNA e a realizacdo da PCR reduzem a probabilidade de
deteccao do patogeno. Por fim, observaram-se variagdes no desempenho da reagdo entre

diferentes termocicladores.

Palavras-chave: Xanthomonas albilineans; PCR; mudas pré-brotadas (MPBs); detecgao;
doenca sistémica.



ABSTRACT

The use of pre-sprouted seedlings (MPB) has been increasingly adopted to reduce the
volume of propagative material in sugarcane planting. The health of these seedlings is essential
for the success of the method, especially against systemic bacterial diseases such as ratoon
stunting disease and leaf scald. Leaf scald, caused by Xanthomonas albilineans, is one of the
most significant diseases for the crop, and its spread occurs primarily through infected
propagation materials. Therefore, this work aimed to optimize the routine diagnostic test for
detecting X. albilineans in MPBs. In the first assay, five published primer pairs: Ala4/L1,
PGBL1/PGBL2, XAF1/XAR1, XaQf/XaQr, and XaABCF3/XaABCR3, were evaluated both
under the original conditions described by the authors and under modifications proposed in this
study. Additionally, sensitivity in DNA dilutions (sample pool) and detection stability over
time (DNA preservation) were evaluated. The tests were performed using pure bacterial culture
and total DNA extracted from sugarcane. The results demonstrated that the Ala4/L1 primer
pair, with the implemented modifications, was the most effective for diagnosis. The use of
composite samples proved viable, while storing DNA at +4°C (refrigeration) was the most
efficient preservation method. It was also found that prolonged intervals between DNA
extraction and PCR reduce the probability of pathogen detection. Finally, variations in reaction
performance were observed between different thermocyclers.

Keyword: Xanthomonas albilineans; PCR; pre-sprouted seedlings (MPB); detection; systemic

disease.
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1 INTRODUCAO

Com uma produg¢ao de aproximadamente 677 milhdes de toneladas na safra 2024/25, o
Brasil ¢ o principal produtor de cana-de-agucar (Saccharum spp.) do mundo, sendo responsavel
por 36,15% da produg¢do mundial (CONAB, 2025; FAO, 2025). A area colhida totaliza 8,8
milhdes de hectares em todo pais (CONAB, 2025). O estado de Sdo Paulo ¢ o seu maior
produtor, detendo uma producao estimada de 353,5 milhdes de toneladas e respondendo por
4,4 milhdes de hectares em area colhida (CONAB, 2025). Segundo Belik, Perosa e Fredo
(2013) em areas onde o setor canavieiro tem grande relevancia, a producao e processamento
de cana-de-acucar podem empregar mais da metade da mao de obra agricola local. Assim, as
mudangas no mercado tém um impacto direto na economia regional e hd uma forte dependéncia
das usinas de processamento por parte desses municipios. Em pequenas cidades, nas quais o
mercado de trabalho ¢ limitado, torna-se muitas vezes quase a op¢ao exclusiva de empregos
formais (Defante; Vilpoux; Sauer, 2020). Os beneficios da industria quando instalada na regiao
estdo relacionados a geracdo de empregos formais, salarios mais altos, redu¢do da migracao
para areas urbanas, aumento da qualidade de vida, além, da gerag¢do de receitas, impostos e
repasses de recursos estaduais para esses municipios (Defante et al., 2020; Siqueira; Castro
Janior, 2013).

O impacto econdmico da produgcdo de cana-de-agucar, também esta diretamente
relacionada a sua versatilidade e a amplitude das cadeias produtivas. A graminea ¢ aplicada na
producao de etanol, acgticar, melago, bagago e outros produtos no Brasil € no mundo (Milanez
et al., 2015). O etanol ¢ um biocombustivel que ganhou for¢a com a elevagdao dos precos do
petroleo e a discussdo mundial sobre a diminuicdo das emissdes de gases de efeito estufa
(GEE), evitando que, no periodo de 2003 a margo de 2025, 730 milhdes de toneladas de CO:
fossem lancados a atmosfera (UNICA, 2025a). O combustivel produzido ¢ uma das principais
fontes de energia renovavel e proporciona a geragdao de produtos secundarios a partir do
processamento da cana, como o bagaco e a palha.

A busca pela diversificagdo da matriz energética e da sustentabilidade, torna a geragao
de energia elétrica em termoelétricas, a partir da utilizagdo de biomassa, um destaque entre os
produtos renovaveis. Em 2024, a producao de bioeletricidade de biomassa da cana-de-agticar
atingiu 21,2 mil GWh, representando quase 4% do consumo de energia elétrica do pais e
atendendo 31,4 milhdes de pessoas. Um fator de importancia ¢ a complementaridade com as

hidroelétricas, justamente pela coincidéncia dos periodos de colheita na regido centro-sul do
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Brasil com a diminui¢do das chuvas (maio a novembro) na regido sudeste, regido onde ocorre
a maior demanda de energia por ser a mais desenvolvida do pais (UNICA, 2025b).

Dada a relevancia da cultura, a demanda crescente por produtividade e alto rendimento
por hectare, sem o aumento da area plantada, ¢ o atual desafio do setor. A colheita da cana-de-
acucar ocorre em multiplos ciclos de colheita e rebrota, conhecidos como soqueiras. No
entanto, o rendimento de um canavial geralmente diminui & medida que aumenta o nimero
desses ciclos, inerente a cultura semi-perene (Borba; Bazzo, 2009). A baixa produtividade dos
canaviais pode ter, como uma de suas origens mais significativas, os danos diretos e indiretos
provocados por doengas (Gonzalez, 2023).

A doenga fibrovascular escaldadura-das-folhas da cana-de-agucar, em inglés Sugarcane
Leaf Scald (LSD), causada pela bactéria Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson, ¢ uma das
doencas mais importante para o setor canavieiro no pais e um fator significativo na diminuicao
da produtividade ao longo das colheitas (Davis et al., 1997; Gonzalez, 2023). Estudos recentes
indicam que a LSD estd amplamente disseminada no Brasil, estando presente em 70,9% das
areas com potencial para se tornarem viveiros no ano de 2022 (Teixeira et al., 2023).

Ao se considerar o dano a produtividade no campo, Rott et al., (1995) constataram na
ITha de Guadalupe, arquipélago francés no Caribe, redugdes de 12% a 21% nas variedades
B69566 ¢ B69379, respectivamente. No México, mais precisamente em Veracruz, a alta
incidéncia da doenga resultou em uma queda de produtividade de 12,01 a 14,56 toneladas por
hectare (Huerta-Lara et al., 2003). Para além da reducdo no volume, os talhdes afetados em
Louisiana, sul dos EUA, segundo Hoy e Grisham (1994) também apresentaram deterioragao
da qualidade, com menor quantidade de colmos industrializaveis, menor rendimento industrial
e reducdo no teor de sacarose por hectare.

Os prejuizos causados pela doenca no Brasil, na variedade RB966928, foram severos.
Em cana-planta, registrou-se uma quebra de massa (peso das touceiras) superior a 50% no
primeiro ano, com uma taxa de morte de perfilhos de 40%. Na cana-soca, a reducdo de
produtividade variou de 23% (plantas assintomaticas) a 91% (plantas sintomaticas). O impacto
financeiro desses danos foi estimado em R$ 9.033,26 por hectare para a cana-planta e
R$ 11.120,04 por hectare para a cana-soca (Gonzalez, 2023; Teixeira et al., 2025).

A principal fonte de inoculo primario € a utilizacdo de material de plantio infectado,
que mesmo aparentando estar saudavel, dissemina a doenga quando introduzido em novas
areas. Consequentemente, a escaldadura ¢ frequentemente levada para regides em processo de

renovagdo de canavial, onde o material infectado assintomatico, ¢ erroneamente considerado
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sadio e selecionado para plantio (Hoy; Grisham, 1994; Urashima; Zavaglia, 2012). Apds o
estabelecimento da doenca em um campo de producado, sua disseminagao ¢ intensificada pelo
uso de ferramentas de corte contaminadas, como facdes e, principalmente, pela maquinaria de
colheita, que atua como um instrumento de propagacao em larga escala (Ricaud; Ryan, 1989)

No Brasil, o estabelecimento de novos canaviais ou a reforma de areas € realizado
principalmente por dois métodos. O primeiro consiste no plantio de colmos inteiros ou
fracionados, contendo de trés a quatro gemas, distribuidos em sulcos de plantio profundos.
Tradicionalmente, essa distribuicdo € mecanizada, porém, ha um crescente retorno a
distribuicdo manual por parte de muitas usinas. Essa mudanga se deve a redugdo de danos as
gemas durante o manejo, o que consequentemente diminui o consumo de colmos por hectare
(May; Ramos, 2019).

A segunda metodologia ¢ o uso de mudas-pré-brotadas (MPB), também oriunda da
necessidade de redug¢do do volume de material propagativo no plantio. As MPBs oferecem
maior vigor, sanidade e uniformidade no plantio, além de reduzirem drasticamente a quantidade
de mudas utilizadas para aproximadamente 1 t/ha (Landell et al., 2012; May; Ramos, 2019).
Essa técnica baseia-se na selecao de minirrebolos (gemas individualizadas) acondicionados em
caixas ou bandejas de brotacdo e mantidos em casa de vegetacdo. Apds um periodo de
aproximadamente 60 dias, quando as mudas estdo devidamente brotadas e aclimatadas, elas
sdo transplantadas para o campo (Landell et al., 2012).

A selecao de material vegetal sadio requer andlises laboratoriais capazes de detectar e
eliminar mudas ou colmos contaminados, os quais constituem a fonte primaria de in6culo. Essa
medida € especialmente critica no manejo de doengas sistémicas, que demandam estratégias de
controle especiais (Landell et al., 2012). Os laboratorios especializados em fitossanidade
utilizam duas principais tecnologias para detec¢do da doenca, a soroldgica (ex.: Dot-blot), para
o plantio convencional, e a molecular (ex.: PCR), em MPB.

Contudo, a metodologia molecular, embora mais avancada, ainda apresenta lacunas
criticas que precisam ser elucidadas para garantir sua confiabilidade e eliminar eventuais
escapes de deteccdo. As principais lacunas que fundamentam esta investigacio referem-se a
auséncia de consenso sobre o primer ideal para deteccao e ao tempo de preservagdo do DNA,
particularmente a janela entre a extracdo e a reagdo de PCR. Esses fatores impactam

diretamente a sensibilidade e a confiabilidade analitica da detec¢ao molecular de X. albilineans.



17

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agucar, uma planta semi-perene cultivada predominantemente em regides
tropicais e subtropicais, pertence a familia Poaceae, tribo Andropogoneae e género Saccharum.
Sua domesticagdo pelo homem ¢ atribuida a regido de Papua Nova Guiné (Artschwager;
Brandes, 1958), e seu genoma ¢ reconhecido como um dos mais complexos entre as plantas
cultivadas (Ingelbrecht; Irvine; Mirkov, 1999).

Originaria do sudoeste asiatico, a cana-de-acucar tornou-se uma cultura de relevancia
global, sendo amplamente cultivada na América do Sul, Central ¢ do Norte, Caribe, Africa,
ilhas adjacentes, Sul da Asia e Asia Austral (Brumbley et al., 2008). O género Saccharum
compreende seis espécies, duas em estado selvagens, S. spontaneum e S. robustum, e quatro
historicamente cultivadas, S. officinarum, S. barberi, S. sinense ¢ S. edule. As variedades
comerciais contemporaneas sao hibridos complexos, derivados principalmente do cruzamento
entre duas ou mais espécies, conferindo caracteristicas agrondmicas superiores (Julien; Irvine;
Benda, 1989).

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil no inicio do século XVI, e desde sua
introducao, o setor tem vivido momentos historicos decisivos. Em 1933, o governo federal criou
o Instituto do Agucar e do Alcool (IAA), que por mais de cinco décadas exerceu papel central
na regulacdo do setor. Em 1971, o IAA deu inicio ao Programa Nacional de Melhoramento da
Cana-de-Acucar (PLANALSUCAR), uma instituigao dedicada a pesquisa e desenvolvimento
nas areas agricola e industrial, que foi fundamental para a criacdo do Programa Nacional do
Alcool (PROALCOOL) em 1975. Este programa impulsionou decisivamente a industria
sucroalcooleira nacional, promovendo a producdo em larga escala de etanol combustivel
visando reduzir a dependéncia de petrdleo importado (Cursi et al., 2022).

Entre 2003 e 2009, o Brasil passou pela chamada “revolugao flex”, periodo marcado
pelo langamento do automovel flex-fuel, capaz de utilizar tanto gasolina quanto etanol, pelo
primeiro voo de um avido movido a etanol, pela realizacdo do primeiro leildo de bioenergia e
pela introdugdo do etanol como combustivel nas corridas da Formula Indy. Esses avancos
consolidaram ainda mais o papel estratégico do setor sucroalcooleiro na matriz energética
brasileira (Oliveira; Urashima, 2018). Em 2007, as usinas paulistas aderiram ao Protocolo
Agroambiental, acordo que buscava antecipar o fim das queimadas na colheita. O compromisso

era de adiantar de 2021 para 2014 em areas planas e de 2031 para 2017 em areas inclinadas.
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Essa iniciativa ndo somente reforgou o compromisso ambiental do setor, mas também
consolidou a colheita mecanizada como pratica predominante (UNICA, 2022).

Entre 1975 e 2010 a produtividade brasileira de cana-de-agucar registrou um
crescimento de 66%, mesmo com a complexidade genética da cultura. Esse avango foi
impulsionado tanto pelo desenvolvimento de novas variedades por meio do melhoramento
genético quanto pela adogao de praticas agronomicas mais eficientes (Cursi, 2016; Dal-Bianco
etal., 2012).

A cana-de-acucar pode ser propagada por diferentes métodos, sendo os principais a
utilizagdo de colmos, o uso de minirrebolos (gemas individualizadas) para a producio de mudas
pré-brotadas (MPB) e técnicas avancadas de cultura de tecidos vegetais, conhecidas como
micropropagacdo (Hasner; Lima; Winter, 2019). A propagacdo por colmos ¢ a técnica mais
tradicional, praticada desde o periodo colonial, e consiste no plantio de estacas contendo trés a
quatro nés, dispostas horizontalmente no solo nos sulcos de plantio. Sob condi¢des adequadas,
as gemas presentes nessas estacas brotam e dao origem aos colmos primarios. Em seguida, as
gemas localizadas na base desses colmos primarios desenvolvem-se em brotos secundarios, que
subsequentemente produzem colmos tercidrios, formando progressivamente uma touceira ou
moita de cana-de-agucar (Julien; Irvine; Benda, 1989).

O plantio utilizando colmos inteiros apresenta algumas desvantagens; a auséncia de
cobertura adequada com solo pode resultar no deslocamento da porgao superior do colmo para
fora do sulco de plantio. A brotacdo ao longo do colmo tende a ser irregular; os brotos
localizados na por¢do superior germinam primeiro, enquanto os da base apresentam
desenvolvimento mais lento, resultando em desuniformidade inicial do canavial. Estudos
indicam que colmos com trés a seis entrends brotam mais rapidamente em comparagdo com
colmos inteiros (James; Blackburn, 2004). Além desses fatores, a mecanizacdo do plantio
exacerbou a ocorréncia de falhas. Para compensar essas deficiéncias e evitar prejuizos
expressivos a produtividade, tornou-se necessaria a utilizagao de volumes excessivos de mudas,
que frequentemente ultrapassam 20 t/ha (Landell et al., 2012).

Buscando reduzir o volume necessario de material propagativo para a multiplica¢do de
novas variedades, em 2012 o Instituto Agronomico de Campinas (IAC) implementou o sistema
de mudas-pré-brotadas (MPB), que proporcionou uma economia de até 95% em comparagdo
com o método convencional de plantio, além de garantir maior uniformidade (Landell et al.,
2012; May; Ramos, 2019). O processo de producdo inicia-se com a selecdo de minirrebolos

(gemas individualizadas), submetidos a tratamentos térmicos, fungicidas e, quando necessario,
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a aplicag@o de promotores de enraizamento. Esses minirrebolos sdo acondicionados em caixas
ou bandejas de brotacdo e mantidos em casa de vegetacao sob condigdes controladas de
temperatura (32°C) e irrigacao (8 mm/dia). Em seguida, as mudas passam por um processo de
aclimatagdo dividido em duas etapas: uma fase inicial em casa de vegetacdo ¢ uma fase final a
pleno sol. O ciclo completo, da brotacdo a aclimatagdo, dura aproximadamente 60 dias (Landell
et al., 2012).

Em ambos os sistemas de produgdo, ¢ fundamental que os colmos utilizados como fonte
de material propagativo recebam acompanhamento técnico em todas as etapas de manejo,
seguindo protocolos especificos para obtengdo de mudas livres de doengas e pragas. No sistema
de MPB, os minirrebolos s3o extraidos de colmos-semente provenientes de viveiros basicos
com idade entre 6 e 10 meses. Esses viveiros devem realizar exames laboratoriais,
obrigatoriamente moleculares, para eliminar touceiras contaminadas antes do plantio (Landell
et al., 2012). Adicionalmente, recomenda-se o tratamento por termoterapia em que os colmos
sdo submersos em agua quente por um determinado tempo para inativagdo de proteinas e
enzimas bacterianas (Landell et al., 2012). No Brasil, aplicam-se dois bindmios tempo-
temperatura, 52°C por 30 minutos (Copersucar, 1989) ou 50°C por 2 horas (Damann, Jr., 1983).
Embora ambos os protocolos apresentem taxas de escape, o tratamento a 52°C por 30 minutos
exibe uma eficacia significativamente inferior (Andreato et al., 2022). Contudo, sua adogao ¢
predominante nas unidades produtoras, justificada pela substantiva redugdo no tempo total do
processo (Benda, 1994).

Os protocolos de termoterapia sdo amplamente aplicados para o controle de patdégenos
como carvao e raquitismo-das-soqueiras (James; Blackburn, 2004). Todavia, ndo existe um
protocolo consolidado para eliminar o patégeno causador da escaldadura-das-folhas em colmos
de cana-de-agticar (Dayasena et al., 2024). Segundo Daysena et al. (2024), nem o tratamento
com agua quente, nem a imersdo em agua fria, aplicados de forma isolada ou combinada,
demonstraram eficacia na eliminacdo do patdégeno. A recomendacao proposta pelos autores,
imersdo em agua fria por 36 h, seguida de tratamento com agua quente a 54 °C por 50 min,

possibilita apenas a reducdo da transmissao primadria da doenca.

2.2 ESCALDADURA-DAS-FOLHAS
A escaldadura-das-folhas (LSD), causada pela bactéria gram-negativa Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson, constitui uma das principais doengas da cana-de-agucar.

Inicialmente a doencga foi registrada no Norte da Australia em 1911, com evidéncias de sua
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prevaléncia nas Ilhas Fiji ja em 1908, e formalmente descrita na década de 1920 por Wilbrink
(Davis et al., 1997). Desde seu registro inicial, a LSD se espalhou por diversas regioes,
incluindo o Caribe, a India, a América do Norte e paises africanos. Ao longo dos anos a presenga
da doenca foi registrada em mais de 66 paises, entre os quais se destacam Brasil, India e China,
alguns dos principais produtores mundiais de cana-de-acucar (Ricaud; Ryan, 1989; Rott; Davis,
2000). No entanto, infelizmente, ha uma escassez de estudos recentes documentando a
ocorréncia da doenga em novos paises ou regioes.

A principal forma de disseminag@o da LSD ocorre através de colmos infectados e pela
transmissdo via instrumentos de corte (Klett; Rott, 1994), caracterizando uma disseminagao
primaria. Entretanto, outras formas de disseminagao ja foram registradas pelos mesmos autores,
que isolaram a bactéria de goticulas de agua (chuva ou orvalho), da superficie de folhas secas,
da exsudacdo das folhas e de raizes e solo rizosférico. Daugrois et al. (2012) propuseram um
novo ciclo de infeccdo, destacando as condi¢des climaticas como um fator relevante no
processo de transmissdo, principalmente em regides tropicais, em que ha a ocorréncia de chuvas
torrenciais e furacdes capazes de disseminar a bactéria por longas distdncias. O autor associa
essas condi¢des a producdo de mudas sadias e prevencdo da introducdo da doenga em novas
areas.

Em cultivo, a bactéria caracteriza-se pelo crescimento em meios especificos como
Wilbrink ou XAS (Urashima; Zavaglia, 2012), formando col6nias amarelas, viscosas,
convexas, com bordos lisos e brilhantes. A temperatura 6tima para seu desenvolvimento situa-
se entre 25°C e 28°C (Tokeshi, 1980). No hospedeiro, o patégeno coloniza preferencialmente
os feixes vasculares das folhas e do colmo, frequentemente obstruindo-os parcial ou totalmente
com uma substancia gomosa. Adicionalmente, o organismo pode invadir células do parénquima
adjacente, formando bolsas avermelhadas desses exsudatos (Ricaud; Ryan, 1989).

Birch e Patil (1987), associam a patogenicidade da bactéria a producao da albicidina,
uma potente fitotoxina e antibiotico responsavel pelos sintomas de escaldadura foliar em cana-
de-agucar. Seu mecanismo de agdo envolve a inibicdo da replicagdo do DNA proplastido,
bloqueando a diferenciagdo dos cloroplastos. No entanto, a colonizagao por X. albilineans pode
ou ndo manifestar sintomas, devido ao fato de o patdogeno apresentar trés fases diferentes:
latente, cronica e aguda (Rott et al., 1997).

As fases cronica e aguda da doenca sdo sintomaticas e manifestam-se com sintomas
distintos. Na fase cronica, observam-se diversos sintomas externos caracteristicos da LSD; as

folhas apresentam uma linha branca semelhante a um trago de lapis (com aproximadamente 1
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a 2 mm de largura), que se estende da nervura central até a margem, paralelamente as nervuras
secundarias. Com o avanco da doenga, ocorre o desenvolvimento de necrose a partir da ponta
ou margem da folha. Em colmos maduros, as folhas tornam-se necrdticas a partir das pontas e
surgem brotagdes laterais em quantidade de moderada a abundante, inicialmente na base do
colmo e progredindo para cima. Esses brotos laterais exibem frequentemente as linhas brancas
e/ou escaldaduras tipicas da doenca. Em estdgios mais avancados, sdo relatadas brotagdes com
atrofia e murcha. As folhas adquirem aparéncia queimada e enrolam-se para dentro, podendo
culminar na morte da planta. A fase aguda da LSD ocorre principalmente em variedades
suscetiveis, sendo caracterizada pela murcha subita e morte dos colmos. O surgimento dessa
fase estd frequentemente associado a periodos de estiagem prolongada (Rott et al., 1997;
Tokeshi, 1980).

A fase latente ¢ assintomatica, ndo apresentando nenhum dos sintomas mencionados
anteriormente. Essa caracteristica dificulta a distingdo entre plantas sadias e doentes, além de
dificultar a compreensdo dos mecanismos de infeccdo. A auséncia de sintomas facilita a
dissemina¢do da doenca para novas areas da lavoura, uma vez que colmos infectados, porém
assintomaticos, podem ser inadvertidamente transportados devido a falha em detecta-los com
métodos de diagndstico ndo confidveis. Portanto, para um controle eficaz, ¢ crucial ir além da

identificacao visual e empregar métodos de deteccdao mais precisos (Rott et al., 1997).

2.3 DETECCAO DE X. albilineans

A LSD pode manifestar-se por meio de uma ampla gama de sintomas ou pela sua
auséncia total, fase latente. Esse ¢ um dos aspectos mais problematicos associados a esta
doenca, algumas cultivares de cana-de-agucar exibirem tolerdncia ao patégeno, nao
desenvolvendo sintomas visiveis, ou estes passarem despercebidos (Rott et al., 1997). A falta
de sintomas também pode estar associada a baixa densidade populacional, permitindo que a
bactéria se multiplique e espalhe de maneira assintomdtica (Comstock, 1992). Diante desse
cenario, a adocao de exames que permitam o plantio de cana-semente sadia constitui a estratégia
de controle mais eficaz (Rott et al., 1997).

No que diz respeito a detec¢do do agente causal, diversas metodologias foram
desenvolvidas para maior precisdao. Entre os métodos disponiveis incluem-se: o isolamento em
meio de cultura Wilbrink (Ricaud; Ryan, 1989) ou em meio semi-seletivo (Davis, 1994);
técnicas sorologicas (Comstock, 1992; Rott, 1994); a Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR)
(Henson; French, 1993; Wang et al., 1999); a nested-PCR (Duarte Dias et al., 2018); a PCR
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quantitativa em tempo real (QPCR) (Garces; Gutierrez; Hoy, 2014; Wang et al., 2020); ¢ a
amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) (Duarte Dias et al., 2018).

Os meios de cultura seletivo Wilbrink e semi-seletivo XAS baseiam-se no isolamento
do patdgeno a partir da seiva extraida dos internodios da planta (Davis, 1994; Ricaud; Ryan,
1989). Uma desvantagem dessa técnica ¢ o longo periodo para a formacdao de coldonias
caracteristicas, de 6 a 8 dias para obtencdo de resultados (Rott et al., 1995). De acordo com
Urashima; Zavaglia, (2012) o meio XAS apresenta um desempenho superior ao Wilbrink, uma
vez que foi possivel isolar a bactéria a partir de amostras dos trés tipos de sintomas existentes.
O meio Wilbrink, por sua vez, ndo permitiu o crescimento bacteriano em amostras
assintomaticas (latentes), e mesmo em plantas sintomaticas, a taxa de deteccao nao ultrapassou
30%. Apesar do melhor desempenho, a detec¢do no meio XAS também ndo foi totalmente
satisfatoria. Segundo os autores, o sucesso no isolamento variou conforme a posi¢do do
intern6dio no colmo e o tipo de sintoma apresentado pela planta.

A técnicas soroldgicas, como ELISA (Enzime-linked Immunosorbent Assay), TBIA
(Tissue Blot Enzime Immunoassay) e DIA (Dot Immunobinding Assay), estdo baseadas no uso
de antissoros monoclonais ou policlonais (Comstock, 1992; Rott, 1994) e podem variar quanto
a utilizacao de tecido ou seiva (Rott, 1994). O exame sorologico dot-blot ¢é tipicamente aplicado
no Brasil para andlise de colmos destinados a propagac¢ao pelo sistema de plantio convencional.
Neste sistema, que corresponde a 91,9% das éareas reformadas (Braga Jr.; Landell; Xavier,
2020), utilizam-se segmentos de colmos para o plantio oriundo de talhdes-matrizes.

Embora o método sorologico dot-blot permita selecionar plantas sadias e quantificar a
populagao de X. albilineans em colmos infectados, seu limite de deteccdo requer uma
concentracdo minima de 10° UFC/mL da bactéria (Maidana, 2023). Em algumas situagdes, o
meio de cultura seletivo mostrou-se mais sensivel (Wang et al., 1999). Essa sensibilidade pode
ser insuficiente para identificar com precisdo a bactéria em colmos infectados, porém
assintomaticos. Adicionalmente, a alta contaminagdo por outras bactérias vasculares, a
distribuicao irregular do patogeno nos tecidos da planta (Davis et al., 1997) e a idade dos colmos
dos quais a seiva ¢ extraida (Maidana, 2023), afetam a confiabilidade do exame diagnostico.

Em canaviais de cana-planta com idade inferior a oito ou nove meses, a realizagdo de
exames sorologicos demonstrou ser inadequada para um diagndstico confiavel da LSD, com
taxas de sucesso variando de 5% a 80% (Maidana, 2023). Ademais, os exames sorologicos nao
sdo indicados para o sistema de MPBs. As mudas sdo transplantadas para o campo com

aproximadamente 60 dias apdés o plantio (Landell et al., 2012) e ndo apresentam
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desenvolvimento suficiente para fornecer amostras de seiva adequadas, tornando as técnicas
moleculares as Unicas opgdes vidveis para as analises nessa fase.

A técnica de PCR baseia-se na sintese enzimatica de DNA in vitro, conduzida por ciclos
térmicos que compreendem trés etapas essenciais: desnaturacdo da dupla fita de DNA,
anelamento de primers oligonucleotidicos especificos as sequéncias complementares e
extensdo desses primers por uma DNA polimerase termoestavel. A amplificagdo exponencial
do segmento alvo ocorre porque, a partir dos ciclos iniciais, as fitas de DNA recém-sintetizadas
passam a funcionar como moldes para a sintese subsequente, repetindo-se o processo por até
50 ciclos (Henson; French, 1993). O protocolo pode ser executado de forma aninhada (nested-
PCR), envolvendo uma reagdo subsequente que utiliza como template o produto de
amplificacdo gerado na primeira etapa (Duarte Dias et al., 2018).

A BIO-PCR possui principio metodoldgico similar a convencional, diferenciando-se
pelo fato de que o material utilizado para a sintese de DNA na BIO-PCR consiste em suspensdes
de populagdes viaveis de X. albilineans previamente cultivadas em meio de cultura (Wang et
al., 1999). Em seu trabalho comparativo, Wang et al., (1999) relataram que a BIO-PCR ¢ 100
vezes mais sensivel que a PCR convencional, podendo detectar X. albilineans em amostras com
2x10? UFC mL™; todavia a técnica demanda 3 dias para o crescimento da bactéria em meio de
cultura. Urashima e Zavaglia (2012) obtiveram resultados satisfatorios com a técnica molecular,
utilizando um par de primers diferente, os autores detectaram o patéogeno em 100% das
amostras, inclusive nas assintomaticas.

Buscando uma alternativa ao PCR, a técnica LAMP foi desenvolvida visando a redugao
do tempo de andlise e a ndo dependéncia de equipamentos termocicladores especializados.
Entretanto, os resultados apresentaram uma taxa de deteccdo de somente 27% para amostras
assintomaticas, valor considerado insuficiente para atender aos requisitos de controle sanitario.
A técnica baseia-se na sintese de DNA por deslocamento de fita autociclavel (Duarte Dias et
al., 2018).

A gPCR ¢ uma técnica de elevada sensibilidade, capaz de gerar resultados qualitativos
e quantitativos (Garces; Gutierrez; Hoy, 2014). O método baseia-se na utilizacdo de um corante
fluorescente que se intercala no DNA, permitindo a monitorizagdo em tempo real do aumento
da fluorescéncia, que € proporcional a quantidade de DNA amplificado em cada ciclo (Higuchi
et al., 1993). A qPCR, por sua vez, apresenta maior custo operacional, exige maior pureza do
DNA e depende de um termociclador especializado. Em contraste, o PCR convencional ¢

reconhecido como uma técnica de baixo custo e alta sensibilidade, capaz de detectar até 2x10*
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UFC mL™" e de fornecer resultados rapidamente (Baldi; La Porta, 2020; Wang et al., 1999).
2.4 AVANCOS NA DETECCAO MOLECULAR DE X. albilineans

Em eubactérias, os genes de tRNA frequentemente organizam-se em clusters tandem,
separados por regidoes espagadoras intergénicas (ITS) de comprimento variavel; quando
comparados permitem a diferenciacdo desses organismos. Especula-se que as sequéncias dos
genes de tRNA sejam altamente conservadas, enquanto essas regides espagadoras evoluem
rapidamente, gerando polimorfismos de comprimento que podem ser diagnosticos para espécies
ou subespécies (Honeycutt; Sobral; McClelland, 1995).

Em seu trabalho, Pan et al. (1997) testaram alguns pares de primers direcionados a ITS
localizada entre os genes 16S e 23S do DNA ribossdmico. Os autores empregaram combinagdes
que incluiam os primers genéricos L1/G1 e o primer especifico Ala4. A combinagdo dos
primers ALA4 (5'-CCC GAC TGG CTC CAC CAC TG-3") e L1 (5'-CAA GGC ATC CAC
CGT-3") resultou na amplificacdo consistente de um fragmento de 360 pb em 71 cepas distintas
de X albilineans.

Para superar a ocorréncia de bandas inespecificas oriundas de organismos saprofiticos,
Pan et al. (1999) desenvolveram o par de primers PGBL1 (5'-CTT TGG GTC TGT AGC TCA
GG-3") e PGBL2 (5'-GCC TCA AGG TCA TAT TCA GC-3'). Estes primers, direcionados as
posigdes 28-47 e 296-315 de uma sequéncia-alvo, respectivamente, amplificam um produto
especifico de 288 pb, melhorando a precisdo diagnostica segundo os autores.

No mesmo ano, em um estudo comparativo de cinco técnicas de identificagdo, Wang et
al. (1999) incluiram a analise molecular com os primers XAF1/XARI, originalmente
desenvolvidos por Hatziloukas et al. (1995). O par de primers foi capaz de amplificar uma
regido de aproximadamente 600 pb de um gene codificador de um putative adenosine
triphosphate—binding cassette (ABC). As sequéncias dos oligonucleotideos sdo: XAF1 (5'-CCT
GGT GAT GAC GCT GGG TT-3") e XARI (5'-CGA TCA GCG ATG CAC GCA GT-3").

Com o avanco das técnicas moleculares, o advento do PCR em tempo real (qPCR)
direcionou o desenvolvimento de primers para correlacionar a populagdo bacteriana com a
resisténcia de variedades de cana-de-acucar. Garces et al. (2014) desenharam o par XaQf (5'-
TTT GCG GTG TCG GTA AAG GAG-3') e XaQr (5'-GCG ATG GCA CTA GGT ACA GC-
3"), capaz de amplificar um fragmento de 148 pb em PCR convencional, direcionado ao gene
albl envolvido na biossintese de albicidina.

Segundo Shi et al., (2021) a sonda TagMan desenvolvida anteriormente por Garces et

al. (2014) apresentava relativa complexidade devido a sua estrutura, que incluia dois
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supressores e um reporter, e também por direcionar-se a sequéncias gendmicas duplicadas. Para
superar essas limitagdes, os autores projetaram um novo par de primers (XaABCF3: 5-CGG
CCA GAA GCA GAG AAT CC-3' e XaABCR3: 5'-GCG ATC TCG TTG TTG ATG CG-3')
direcionado ao gene ABC, que amplifica um fragmento de 123 pb. O desempenho desse sistema
foi comparado entre JPCR e a metodologia convencional, e sua eficacia foi discutida em
comparagdo com outros primers descritos na literatura.

A qualidade do DNA também ¢ um fator crucial para o sucesso da diagnose molecular.
O estudo de Bressan et al. (2014) investigou a influéncia do armazenamento de amostras na
extragdo de DNA de alta qualidade, destacando o desafio representado por compostos
secundarios, como fendlicos, taninos, latex e polissacarideos em espécies tropicais, os quais
comprometem a obtencdo de acidos nucleicos livres de contaminantes. Embora diversas
técnicas de preservagdo de tecidos tenham sido descritas, como secagem, uso de gelo seco,
nitrogénio liquido, liofilizagcdo ou solug¢des com silica gel (Bressan et al., 2014), persiste uma
lacuna quanto aos efeitos do armazenamento do DNA extraido e da janela temporal para
realizagdo da PCR sobre a qualidade do material genético e a confiabilidade da diagnose.
Observagdes de rotina laboratorial indicam que amostras de DNA extraido, utilizadas como
controles positivos, podem sofrer degradagdo ao longo do tempo, resultando na perda de sinal
visivel em gel de agarose.

De acordo com Tan et al., (2021) a estabilidade do DNA durante o armazenamento ¢
significativamente influenciada por fatores ambientais, que podem ser categorizados em cinco
aspectos principais: temperatura, presenca de agua, radiagao UV, oxidacao e pH.

Temperaturas mais baixas inibem a atividade enzimatica e reduzem o movimento
molecular, prolongando a viabilidade do DNA. Notavelmente, o congelamento a temperaturas
ultrabaixas (-20 °C, -80 °C ou -196 °C) ¢ uma abordagem comum para o armazenamento de
oligonucleotideos e amostras biologicas (Tan et al., 2021). O pH neutro a levemente alcalino ¢
considerado adequado para preservagao, uma vez que inibe a clivagem da ligacdo N-glicosidica
catalisada em meio acido, via de degradagdo relevante em armazenamentos prolongados
(Bonnet et al., 2009; Burger et al., 1999).

A presenga de dgua, seja no ambiente ou associada a propria amostra, ¢ um fator critico
de degradacao. Estudos indicam que a preservacao do DNA ¢ favorecida em condigdes de baixa
umidade e no estado seco, reduzindo assim os danos por hidrdlise, que provocam alteragdes na
estrutura molecular (Zhang et al., 2017). A radiacdo UV induz quebras nas fitas, formacao de

dimeros, reticulagdo e modificagdes nas nucleobases, por meio da excitacdo de elétrons com
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energia abaixo do nivel de ionizagdo. J4 a oxidagdo, mediada principalmente por espécies
reativas de oxigénio, provoca danos a desoxirribose e as bases, resultando em quebras da cadeia
e modificagdes estruturais (Tan et al., 2021; Zhang et al., 2017).

Assim como a sele¢ao de primers e a qualidade do template de DNA, o equipamento
utilizado constitui um fator critico para o sucesso e a reprodutibilidade das rea¢des de PCR,
especialmente em contextos interlaboratoriais. Conforme destacado por Sathyanarayana e
Wainman (2024), a introdu¢do do termociclador, um bloco térmico programavel que
automatiza as mudangas de temperatura inerentes a cada ciclo de amplificagdo, representou o
segundo marco tecnoldgico fundamental no desenvolvimento da técnica. A eficiéncia da
amplificacdo ¢ diretamente influenciada pelas especificagdes técnicas do aparelho, incluindo
sua geracdo (arquitetura), fabricante e propriedades termodindmicas, como a velocidade de
rampagem e a uniformidade de temperatura entre os pocos (Schoder et al., 2005).

Estudos com ensaios sensiveis, como a PCR para tuberculose multirresistente,
investigaram o impacto da taxa de aquecimento (ramp rate) no desempenho. Ao comparar a
taxa recomendada pelo fabricante (2,2 °C/s) com uma taxa incorreta comum (4,0 °C/s), os
autores observaram que a taxa correta resultou em bandas melhor definidas e menor incidéncia
de resultados indeterminados (Derendinger et al., 2018). A calibragdo periddica configura-se
como uma variavel fundamental para a confiabilidade dos resultados. Em testes com reacdes
de RAPD, a repetibilidade intrabloco foi de 88% em termocicladores devidamente calibrados,
contra apenas 63% observada em instrumentos sem calibracao (Saunders et al., 2001).

Segundo Schoder et al. (2005), a precisao de um termociclador pode ser comprometida
por fatores criticos como a temporizagdo prematura, o subaquecimento ou superaquecimento
do bloco e a variagdo espacial na transferéncia de calor. Por meio de ensaios fisicos, os autores
diferenciaram equipamentos de alta e baixa precisdo. A falta de homogeneidade térmica
mostrou-se mais pronunciada durante a etapa de desnaturacdo, especialmente nos primeiros
segundos, fator decisivo em protocolos com tempos de etapa reduzidos. Os desvios de
temperatura foram quantificados, variando de 0,5 a 1,5 °C nos aparelhos mais precisos,
enquanto nos menos precisos atingiram de 13 a 20 °C (Schoder et al., 2005). A variagdo de
temperatura entre os pogos de uma mesma corrida, foi observada na maioria dos equipamentos
€ posta como uma preocupagao central quanto ao desempenho das maquinas (Ho Kim et al.,
2008). Entender essas variagdes intrinsecas a cada modelo de termociclador, torna-se

fundamental para a correta adaptacdo e padronizagdo de protocolos de PCR entre laboratérios.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Determinar o par de primers mais eficiente para o diagndstico molecular da X.
albilineans, agente causal da escaldadura-das-folhas da cana-de-acgticar, e o tempo de

preservacdo do DNA, garantindo a seguranca ¢ a viabilidade técnica do diagnostico.

3.2 OBJETIVOS ESPEC{FICOS
e Avaliar a sensibilidade e a especificidade dos primers descritos na literatura para X.
albilineans.
e Otimizar o protocolo de PCR, se necessario, para maximiza¢do da clareza e
confiabilidade dos resultados.
e Definir o tempo maximo de armazenamento do DNA total extraido e que proporcione

confiabilidade do exame diagndstico na detec¢do molecular de X. albilineans.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL E CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética Molecular (LAGEM) da
Universidade Federal de Sao Carlos em Araras-SP. A execugdo foi estruturada em subprojetos
constituidos por testes independentes. A variedade de cana-de-acicar RB966928 foi
selecionada por representar a quarta cultivar mais utilizada nos novos plantios e a segunda mais
colhida na regido centro-sul do Brasil (RIDESA, 2025). Para a realizag¢do dos ensaios o material
vegetal foi coletado do campo experimental do LAGEM, procedeu-se a extracdo de seiva e
realizacdo de teste sorologico para determinagdo da concentracao bacteriana. Com excegao das
secdes 4.3.2 e4.3.5, que utilizaram amostras aleatdrias encaminhadas ao laboratorio; de origem,

variedade, idade ¢ concentracao bacteriana desconhecidas.

4.1.1 Extracao De Seiva De Cana-De-Ac¢ticar

Os exames para deteccao da doenga seguiram a metodologia descrita por Carneiro Jr. et
al. (2004) com modificacdes. A coleta de colmos foi realizada com facao descontaminado com
amonia quaternaria a 10%. De cada colmo, foram amostrados aproximadamente 15 cm da
regido basal. A extragdo da seiva foi conduzida com compressor de ar acoplado a ponteira
adaptada, utilizando amostras com corte obliquo na extremidade realizado por guilhotina.
Foram obtidos de 100 a 500 uL de seiva por amostra, adicionando-se duas gotas de Cloreto de

Aquil Dimetil Benzil Amonio (1:10) como conservante (Figura 1, pagina 29).

4.1.2 Diagnose Sorologica

A seiva foi extraida da regido basal dos colmos mediante pressdo positiva com
compressor. As amostras foram subsequentemente aplicadas em membrana de nitrocelulose
(poros de 0,45 um; GE Healthcare, Alemanha) utilizando um dispositivo com 104 pogos de 7
mm de didmetro. Os quatro primeiros pogos do lado esquerdo foram destinados aos controles
positivos com X. albilineans nas concentracdes de 10°, 108, 107 e 10°® UFC/mL, enquanto o
quinto pogo recebeu seiva de cana-de-agucar isenta do patdgeno, previamente confirmada como
negativa, funcionando como controle negativo (Figura 6, pagina 45).

Apos a secagem da membrana a 80°C por uma hora, os sitios inespecificos foram
bloqueados com solucdo de leite em pd desnatado a 5% em PBST (900 mL de agua deionizada

autoclavada + 100 mL de PBS 10x + 1 mL de Tween), seguido por trés lavagens de 10 minutos
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cada com o mesmo tampao. A membrana foi entdo incubada com antissoro primario de coelho
especifico para X. albilineans (dilui¢ao de 3 pL de anti-soro em 20 mL de PBST) por uma hora,
procedendo-se a novas trés lavagens com PBST. Em etapa subsequente, realizou-se a incubagao
com anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina (3,8 pL de IgG em 20 mL de PBS
1x) por duas horas, seguida de idéntico protocolo de trés lavagens com PBST.

A revelagdo foi conduzida no escuro, com agitacdo constante por uma hora, utilizando
solucao contendo 0,02 g de Fast blue, 100 mL de cloreto de magnésio 1 M e 20 mL de solugao
reveladora de Trizma base (24 g de TRIZMA base + 1000 mL de 4gua deionizada autoclavada)
por membrana. Para melhorar a legibilidade, impurezas do extrato foram removidas com
algoddo embebido em solugao de hipoclorito (evitando-se a area dos controles). A leitura dos
resultados foi realizada apds secagem completa a temperatura ambiente, utilizando os controles

positivos e negativo como referéncias para interpretagao.

%
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Figura 1 - Processo de andlise soroldgica para deteccdo de Xanthomonas albilineans em seiva de cana-de-agucar.
(A) Corte e coleta do material vegetal; (B) Adaptacao de "teteira" de silicone (3 cm de diametro) acoplada ao
compressor para extra¢ao de seiva; (C) Compressor utilizado para extragdo por pressao positiva; (D) Extracao de
seiva de internddios individuais; (E) Adicdo de conservante (Cloreto de Aquil Dimetil Benzil Amoénio); (F)
Execugédo do exame sorologico dot blot.

4.2 DIAGNOSE MOLECULAR
4.2.1 Extracao De DNA

A extracdo de DNA total de cana-de-acucar, citros, triticale, brocolis ¢ tomate foi
realizada conforme o protocolo adaptado de Murray e Thompson (1980) com tampao CTAB.

O tecido vegetal amostrado foi proveniente exclusivamente da parte aérea das plantas. Para a
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cana-de-agucar, o material foi extraido do colmo. Para as demais espécies, a extragdao foi
realizada a partir de amostras foliares, abrangendo as estruturas da lamina foliar, do peciolo e
das nervuras centrais.

Amostras de 1 mL foram homogenizadas em microtubos de 2 mL com 1.400 uL de
tampao de extragdo [NaCl 0,7 M, CTAB 1%, Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 10 mM e 2-
mercaptoetanol 1%] e incubadas a 65°C por 2 horas. Apos centrifugacdo a 8.000 rpm por 5
minutos (Centrifuge 5415 D), 800 puL do sobrenadante foram transferidos para microtubos de
1,5 mL e submetidos a purificagdo com cloroférmio:élcool isoamilico (24:1), seguida de
centrifugacdo a 12.800 rpm por 5 minutos. Do sobrenadante (600 uL), o DNA foi precipitado
com 420 pL de isopropanol e mantido a -20°C por 1 hora. Apds centrifugacdo a 12.800 rpm
por 20 minutos a 4°C (Centrifuge Jouan BR41i), o pellet foi lavado com 800 pL de etanol 70%,
centrifugado novamente e seco em concentrador por 10 min. O DNA foi ressuspenso em 50 pL

de TE 1x e mantido overnight no escuro para completa dissolugao.

4.2.2 Primers E Condicoes De Amplificacio

Para os ensaios de avaliagdo dos cinco pares de primers para X. albilineans, foram
empregadas tanto as condi¢des de amplificagdo originais, conforme descritas pelos respectivos
autores, quanto adaptagdes dos protocolos. Os primers utilizados foram:

e ALA4 (5'-CCC GAC TGG CTC CAC CAC TG-3") e L1 (5'-CAA GGC ATC CAC
CGT-3") (Pan; Grisham; Burner, 1997), utilizando da ciclagem a 95°C por 5min, 30
ciclos de 94°C por 1s, 55°C por 1s, e 72°C por 30s, e extensao final de 72°C por 2min.
O volume final de reacdo foi de 25-uL. contendo 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 10 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 1 uM de cada primer,
0.625 unidade de Taqg DNA. Tamanho esperado do fragmento: 360pb;

e PGBLI (5-CTT TGG GTC TGT AGC TCA GG-3") e PGBL2 (5'-GCC TCA AGG
TCA TAT TCA GC-3') (Pan et al., 1999), utilizando da ciclagem a 95°C por 5min, 30
ciclos de 94°C por 1s, 55°C por 1s, e 72°C por 30s, e extensdo final de 72°C por Smin.
O volume final de reacdo foi de 25-uL contendo 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 10 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 1 uM de cada primer,
0.625 unidade de Taqg DNA. Tamanho esperado do fragmento: 288pb;

e XAF1 (5'-CCT GGT GAT GAC GCT GGG TT-3") e XAR1 (5'-CGA TCA GCG ATG
CAC GCA GT-3") (Wang et al., 1999), sob o seguinte perfil de ciclagem: 30 ciclos
divididos em trés blocos - 10 ciclos de 94°C por 45s, 65°C por 1min e 72°C por 1min;
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10 ciclos com extensdo de 2min a 72°C; e 10 ciclos com extensdo de 3min a 72°C;
finalizando com extensdo unica a 72°C por 10min. O volume final de reagao foi de 25-
uL contendo 50 mM KCl, 1,5 mM MgClo, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada
dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 1 uM de cada primer, 0.625 unidade de Taq DNA.
Tamanho esperado do fragmento: 600pb;

XaQf (5'-TTT GCG GTG TCG GTA AAG GAG-3') e XaQr (5'-GCG ATG GCA CTA
GGT ACA GC-3') (Garces; Gutierrez; Hoy, 2014), utilizando da ciclagem a 94°C por
4min, 31 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s, e 65°C por 3min, e extensdo final de
65°C por 3min. O volume final de reacdo foi de 25-uL. contendo 50 mM KCI, 2,5 mM
MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.625 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 10
uM de cada primer, 0.625 unidade de Taq DNA. Tamanho esperado do fragmento:
148pb;

XaABCF3(5'-CGG CCA GAA GCA GAG AAT CC-3') e XaABCR3 (5'-GCG ATC
TCGTTG TTG ATG CG-3’) (Shi et al., 2021), utilizando da ciclagem a 94°C por Imin,
35 ciclos de 94°C por 30s, 57°C por 30s, e 72°C por 30s, e extensdo final de 72°C por
Smin. O volume final de reacao foi de 25-uL. contendo 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl, 10
mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.625 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 10 uM de cada
primer, 0.625 unidade de Taq DNA. Tamanho esperado do fragmento: 123pb;

Foram conduzidos testes comparativos para avaliar a sensibilidade das adaptagdes

descritas a seguir para os primers Ala4/LL1 e PGBL, variando os protocolos de corrida e as

concentragdes de reagentes. Foram realizadas duas adaptacdes para o Ala4: uma, previamente

descrita na literatura por Dayasena, Thushari e Wijesuriya (2019), e outra, desenvolvida pelo

LAGEM. Para o PGBL, seguiu-se o mesmo procedimento, sendo a adaptagdo utilizada a

encontrada na literatura de Pan et al., (1999). Os ensaios foram realizados em delineamento

unico, com oito repeticdes, considerando cada amostra como uma unidade experimental. As

condi¢des de amplificagdo adaptadas utilizadas foram:

ALA4 (5'-CCC GAC TGG CTC CAC CAC TG-3") e L1 (5'-CAA GGC ATC CAC
CGT-3") (Dayasena; Thushari; Wijesuriya, 2019), utilizando da ciclagem a 95°C por
Smin, 30 ciclos de 94°C por 1s, 59,5°C por 1s, e 72°C por 30s, e extensao final de 72°C
por 2min. O volume final de reagdo foi de 25-uL contendo 50 mM KCl, 2 mM MgCla,
10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 1 uM de cada
primer, 0.625 unidade de Taq DNA. Tamanho esperado do fragmento: 360pb;
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e ALA4 (5'-CCC GAC TGG CTC CAC CAC TG-3") e L1 (5'-CAA GGC ATC CAC
CGT-3") (adaptagao LAGEM), utilizando da ciclagem a 95°C por Smin, 30 ciclos de
94°C por 30s, 55°C por 30s, e 72°C por 30s, e extensdo final de 72°C por 5Smin. O
volume final de reacao foi de 25-uL contendo 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 10 mM Tris-
HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 1 uM de cada primer,
0.625 unidade de Taqg DNA. Tamanho esperado do fragmento: 360pb;

e PGBLI (5-CTT TGG GTC TGT AGC TCA GG-3') e PGBL2 (5'-GCC TCA AGG
TCA TAT TCA GC-3') (Pan et al., 1999), utilizando da ciclagem a 95°C por Smin, 40
ciclos de 94°C por 1s, 55°C por 1s, e 72°C por 30s, e extensao final de 72°C por Smin.
O volume final de reagao foi de 25-uL contendo 50 mM KCI, 2 mM MgCl, 10 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 1 uM de cada primer,
2,5 unidades de Taq DNA. Tamanho esperado do fragmento: 288pb;

e PGBLI (5-CTT TGG GTC TGT AGC TCA GG-3') e PGBL2 (5'-GCC TCA AGG
TCA TAT TCA GC-3') (adaptagdo LAGEM), utilizando da ciclagem a 95°C por 5Smin,
30 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s, e 72°C por 30s, e extensao final de 72°C por
Smin. O volume final de reagdo foi de 25-uL contendo 50 mM KCl, 2 mM MgCl, 10
mM Tris-HCI (pH 8.3), 0.2 mM de cada dATP, dTTP, dGTP, e dCTP, 1 uM de cada
primer, 0.625 unidade de Taq DNA. Tamanho esperado do fragmento: 288pb.

4.2.3 Eletroforese

Para a analise eletroforética, adicionou-se 2,5 pL. de tampao de carregamento aos
produtos da reagdo, que foram subsequentemente aplicados em gel de agarose a 2% preparado
em tampao TBE 0,5X (Life Technologies model 250). As corridas eletroforéticas foram
conduzidas mantendo-se uma voltagem constante de 80 Volts, com duragdo aproximada de 52
minutos a 1 hora. Apos a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio e visualizado em

transluminador de luz ultravioleta (Transilluminador L Pix Loccus) para avaliagdo.

4.3 PARAMETROS DE SELECAO DE PRIMERS
4.3.1 Pré- Screening

Inicialmente, foi realizado um pré-screening para selecionar os primers mais adequados
para os ensaios subsequentes (Figura 2, pagina 33). Foram avaliados cinco pares de primers
(PGBL1/PGBL2, Ala4/L1, XAF1/XAR, XaABCF3/XaABCR3 e XaQf/XaQr) utilizando duas
fontes de DNA: cultura pura de X. albilineans (ID ScXa01-01), sem prévia extracao de DNA,
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e DNA total extraido de 20 amostras de cana-de-acticar (com 10° UFC/mL, dot-blot). A cultura
bacteriana, previamente quantificada em 10° UFC/mL por dot-blot (dados ndo apresentados),
foi submetida a dilui¢des seriadas, variando de 10° UFC/mL a 0,01 UFC/uL, para a avaliagdo
da sensibilidade dos primers. Apos a amplificagdo por PCR, os produtos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose.

Os resultados obtidos estdo sumarizados nas Tabelas 1 e 2 (pagina 41). Os dados foram
analisados mediante célculo de propor¢des simples, considerando que a identificacdo de 100%
das amostras infectadas ¢ essencial para o controle da doenga, que se baseia no principio da

exclusdo (Oliveira; Urashima, 2018).

Cultura pura 15x

Selegdo de materiais 15 diluigdes
.

10® UFC/mL a 0,01 UFC/pL

= e

20X

DNA Total

Figura 2 - Fluxograma do pré-screening para selecao de primers. O esquema apresenta a avaliagdo em diluicao
seriada de cultura pura de Xanthomonas albilineans (10° UFC/mL) e DNA total de cana-de-agticar.

4.3.2 Sensibilidade, Especificidade E Acuracia

A selecao do conjunto de primers e da condi¢dao de amplificagao ideais para a detecgao
de X albilineans incluiu a avaliagdo de trés parametros: sensibilidade, especificidade e acuracia
(Tabela 3 e 4, paginas 42 e 43) (Oliveira; Urashima, 2018). O delineamento adotado foi o
de grupos independentes, onde cada primer foi testado contra um mesmo painel de amostras.

A sensibilidade, definida como a capacidade de detectar o patégeno em amostras
infectadas (Equacdo 1), foi avaliada utilizando 4 amostras de cultura pura (ID: ScXa04), em
concentragdes de 10°, 10%, 107 e 10° UFC/mL (dot-blot, resultados ndo apresentados), e 6
amostras de DNA total de cana-de-acucar (ID: ScXa05) de origem, variedade, idade e
concentracdo bacteriana desconhecidas. Para andlise de sensibilidade, foram utilizadas as

formulas:

FPx100
VP+FP (1)

Razao FP =
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FNx100
VN+FN

Razao FN =

2)

VPx100
VP+FN

Sensibilidade relativa (%) = 3)
Onde:

VP (Verdadeiro Positivo): amostras corretamente identificadas como positivas;

VN (Verdadeiro Negativo): amostras corretamente identificadas como negativas;

FP (Falso Positivo): amostras negativas incorretamente identificadas como positivas;

FN (Falso Negativo): amostras positivas incorretamente identificadas como negativas.

A especificidade (Equacao 4), correspondente a capacidade de identificar corretamente
amostras ndo infectadas, foi determinada pela reagdo com DNA de outros microrganismos e
outras culturas, incluindo: 1 DNA de Leifsonia xyli subsp. xyli, 1 DNA de Xanthomonas sp., 1
DNA de Acidovorax avenae subsp. avenae, 2 DNAs de citros com Xanthomonas citri subsp.
citri, 1 DNA de triticale com Pyricularia oryzae, 1 DNA de citros ndo detectavel, 2 DNAs de
brécolis e 1 DNA de tomate (descricdo Tabela 4, pagina 44). A equacao para a analise de

especificidade é:

VNx100
VN+FP

Especificidade relativa (%) = 4)

A acuracia foi calculada com base na relagdo entre os resultados de sensibilidade e

especificidade (Equacao 4), a partir das equacdes a seguir:

(VP+VN) x100
(VP + VN + FP + FN)

Acuricia relativa =

)

Todos os DNAs foram submetidos a amplificagdo por PCR em termociclador. Os
produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com
brometo de etideo e visualizados em transiluminador UV.

O critério para o desempate entre primers com desempenho equivalente foi definido por
meio de um teste de sensibilidade adicional, utilizando aproximadamente 222 amostras de cana-
de-actcar infectadas (Tabela 6, pagina 45). O experimento foi estruturado em duas etapas: um

teste de diluigdo de DNA em pool de amostras (item 4.3.3) e uma avaliagao da estabilidade de
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detecgdo e preservacao do DNA (item 4.3.4).

4.3.3 Sensibilidade Por Diluicio Do DNA (Pool De Amostras)

Para o teste de diluicdo em pool (Figura 3), foram utilizadas amostras sadias, nao
detectaveis pelo exame soroldgico, e dois rebolos com 10°® UFC/mL de X. albilineans
(confirmado por dot-blot, Figura 6, pagina 45) como constituinte doente. O delineamento
consistiu em um arranjo fatorial 9 x 2, com nove propor¢des, variando de 1 parte infectada para
9 partes sadias até 9 partes infectadas para 1 parte sadia, mantendo uma massa total constante
por amostra. Os tratamentos foram testados para os dois melhores primers selecionados no item
4.3.2., totalizando 18 combinag¢des tratamento-primer (Tabela 7, pagina 47). O experimento foi
conduzido em duplicata, com oito repeti¢des bioldgicas independentes (n=8). Os resultados
foram ainda avaliados por meio do calculo de propor¢des simples, empregando-se o principio
da exclusdo (Oliveira; Urashima, 2018).

Adicionalmente, dados secundarios foram obtidos mediante a diluicio do DNA de
menor concentragdo (amostra T1: 1 parte infectada para 9 partes sadias) em tampao TE,
resultando em cinco tratamentos (Tabela 8, pagina 47). Este ensaio também foi realizado em
duplicata, com oito réplicas por tratamento. Apos a amplificagdo por PCR com o primer de

melhor desempenho, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose.

Dados diretos “ B

Picagem

Formgéo da amostra
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e e
Selecao de materiais
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PCR Extragao de DNA T1(1:10) a T5 (1:1000)

Cuienssic
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Figura 3 - Fluxograma do teste de sensibilidade por dilui¢do de DNA em pool de amostras. (A) Dados diretos
obtidos pela dilui¢do progressiva de tecido infectado em tecido sadio; (B) Dados indiretos obtidos pela diluicao
seriada da amostra T1 (1 parte infectada: 9 partes sadias) em tampdo TE.

4.3.4 Estabilidade De Deteccao E Preservaciao Do DNA
Os testes de estabilidade de deteccao e preservacao do DNA iniciaram com 80 amostras

de tecido contendo 10® UFC/mL de X. albilineans, previamente diagnosticadas por dot-blot.
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Esta avaliagdo, em conjunto com os resultados do item 4.3.3, serviu como critério para o
desempate final. O delineamento estatistico adotado foi um fatorial 4 x 3 x 2 com medidas
repetidas no fator tempo, as amostras positivas foram distribuidas nos quatro tratamentos de
preservacao e, subsequentemente, avaliadas nos tempos 0, 15 e 34 dias com os dois pares de
primers.

Os tratamentos consistiram em: T1) preservagdo em freezer a -20 °C; T2) preservacao
em geladeira a +4 °C; T3) temperatura ambiente (~25 °C); e T4) temperatura elevada (~37 °C).
As amostras congeladas foram descongeladas no gelo no dia da analise por PCR. As amostras
mantidas em temperatura ambiente foram armazenadas dentro do laboratorio em sala
climatizada, enquanto as submetidas a temperatura elevada foram posicionadas externamente,
expostas a radiagdo solar, chuva e variagdes naturais de temperatura e umidade. Segundo dados
da Estacdo Meteoroldgica Automatica do campus, localizada em Araras - SP (Lat. 22° 18' S;
Long. 47° 23' O; Alt. 690 m), as temperaturas variaram entre 16 °C e 37 °C.

O experimento foi conduzido em duplicata, com dez repetigdes bioldgicas por
tratamento (n=10), considerando cada amostra como uma unidade experimental. Para a
avalia¢do da estabilidade de deteccdo e preservagdo do DNA, utilizou-se proporc¢des simples e
a Regressao Logistica Binomial, com exponenciacdo dos coeficientes para obtengdo da Razdo

de Chances (Odds Ratio - OR) das varidveis independentes (Silveira; Mattos; Saes, 2016).

T o Cond Temp a
T1 Freezer -20°C

Seeans e T2 Geladeira 4°C
....... D

¥ o g .

- T3 Gaveta 25°C

Selegéo do material ot
LSD T4 Sol 16-37°C

Extracdo de DNA

Figura 4 - Fluxograma do teste de preservacdo de DNA e estabilidade de deteccdo. Amostras de DNA extraidas
foram armazenadas em quatro condi¢des distintas (Freezer -20°C, Geladeira 4°C, Gaveta ~25°C e Ambiente
externo ~37°C) e avaliadas nos tempos 0, 15 e 34 dias para monitoramento da capacidade de detecc¢ao dos primers.

As andlises estatisticas e confeccdo de graficos foram realizadas com a linguagem de

programacao R (R Core Team, 2025). Os modelos de regressdo logistica foram ajustados por
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meio da fun¢do glm() do pacote base stats. A partir dos modelos, as probabilidades preditas e
intervalos de confianca foram calculados com as fungdes exp() e predict(). A validagdo grafica
dos residuos foi realizada com a fun¢ao hnp() do pacote hnp. A visualizagao final dos dados e
das curvas de predicdo, produzidas com as fungdes plot() e data.frame(), ¢ a customizagao

tipografica dos graficos foi conduzida com loadfonts() e windowsFonts() do pacote extrafont.

4.3.5 Otimizacao Do Protocolo

Apos a selecao do primer de melhor desempenho, novas adaptagdes do protocolo foram
testadas. Os experimentos foram conduzidos no termociclador C1000 Touch, que permite a
configuracdo de gradiente de temperatura. Foram conduzidos quatro testes distintos,
abrangendo de 3 a 6 temperaturas de anelamento por ensaio, totalizando a avaliacdo de 16
condi¢les diferentes, conforme detalhado na Tabela 10 (pagina 54). Os ensaios foram
realizados de forma simples (um ensaio por teste) com dez repetigdes por tratamento
(temperatura), analisando-se a sensibilidade e a redu¢do visual de bandas inespecificas. A
analise dos dados foi realizada por meio do célculo de propor¢des simples, com base no
principio da exclusdo, conforme metodologia adotada em itens anteriores (Oliveira; Urashima,
2018).

Em seguida, procedeu-se com um teste para avaliar o desempenho em diferentes
termocicladores do laboratorio: A) C1000 Touch, B) PTC-100, C) PCR System 9700. O ensaio
unico foi conduzido com dez repeti¢cdes (n=10), considerando cada amostra como uma unidade
experimental. A andlise dos dados também foi conduzida por meio de proporgdes simples. Apos
a amplificagdo por PCR com o primer selecionado, os produtos foram analisados por

eletroforese em gel de agarose.
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Figura 5 - Fluxograma dos testes de otimizagdo do protocolo de PCR. O esquema compreende a avaliagdo de
dezesseis temperaturas de anelamento distintas e a comparagao do desempenho em trés termocicladores diferentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRE-SCREENING

A Tabela 1 (pagina 41) apresenta os resultados do pré-screening com os cinco primers
testados. Os primers PGBL1/PGBL2 e Ala4/L1 detectaram até¢ 10” UFC/mL, embora o Ala4/L.1
nao tenha detectado a concentragdo inicial de 10° UFC/mL, possivelmente devido a inibi¢ao
por excesso de populacao bacteriana ou de DNA (Gibbs, 1990). O primer Xafl/Xarl detectou
até 10° UFC/mL. O XaABCF3/XaABCR3 apresentou o melhor desempenho, detectando até
10> UFC/mL, enquanto o XaQ{f/XaQr foi o menos sensivel, detectando apenas 108 UFC/mL.

Conforme reportado na literatura, os limites de deteccdo dos primers variam
significativamente entre protocolos. Pan, Grisham e Burner (1997) estabeleceram que o par
Ala4/L1 detecta entre 0-50 UFC/mL (0-5 UFC/100ul) tanto em seiva quanto em tecidos
foliares, e at¢ 50 UFC/mL (5 UFC/100ul) em cultura pura. Para o PGBL, Pan et al. (1999)
determinaram um limite de 40 UFC/mL (4 UFC/100uL) por reacdo em cultura pura, sem testes
em tecidos totais. Wang et al. (1999) relataram que o par Xafl/Xarl requer 2 x 10* UFC/mL de
X. albilineans. Os primers XaABCF3/XaABCR3 e XaQf/XaQr, originalmente desenhados para
gPCR, possuem limites de detecgdo de 10* UFC/mL a 10° UFC/mL em protocolos
convencionais avaliados, sendo esperada maior sensibilidade em suas aplicagdes real-time
(Garces; Gutierrez; Hoy, 2014; Shi et al., 2021).

A utilizagdo do mesmo alvo genético ou dos mesmos primers em diferentes protocolos
de PCR ndo assegura a concordancia entre os resultados obtidos. O emprego de diferentes
preparacdes comerciais de DNA polimerases e compostos reacionais, assim como o tempo
dedicado ao ajuste das condi¢des experimentais, constituem fatores de variagdo tdo cruciais
quanto o proprio DNA-alvo. O uso de preparacdes universais de master mix, ao restringir as
possibilidades de otimizagdo, pode comprometer a sensibilidade do ensaio. Adicionalmente, a
quantidade total de DNA na preparagcdo do template, incluindo DNA patogénico e do
hospedeiro, varia substancialmente entre amostras na rotina clinica, acrescentando
complexidade a padronizagdo metodoldgica (Bastien; Procop; Reischl, 2008).

Utilizando DNA total extraido de 20 colmos com sintomas de LSD, o cenario
apresentado ¢ totalmente distinto. Os primers PGBL1/PGBL2, Xafl/Xarl e XaQf/XaQr ndo
detectaram o patdogeno em nenhuma amostra. Em contraste, os primers Ala4/L1 e
XaABCF3/XaABCR3 detectaram o patdgeno em 65% e 95% das amostras, respectivamente.

A discrepancia pode estar associada a presenca de inibidores de PCR nas amostras de DNA
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totais (Wang et al., 1999) ou do baixo valor populacional do patdégeno (Davis, 1994) e as
diferentes reagdes dos primers frente aos fatores. Em seu trabalho, Wang et al. (1999)
contornaram esse problema submetendo as amostras de seiva de cana-de-agucar a um
tratamento térmico (fervura por 10 minutos) para destruir os inibidores, preferindo este método
a diluigdo, que poderia reduzir a concentragdo do patdgeno abaixo do limite de detecgao.

Durante a revisdo bibliografica identificaram-se varia¢des significativas nos protocolos
de PCR para alguns dos primers testados. A otimiza¢do das condi¢des de reacdo de PCR
envolve ajustes precisos em pardmetros como temperatura de anelamento e concentragdes de
MgClz, Taqg DNA polimerase e primers. Este processo, que pode demandar de trés a seis meses,
tem como objetivo simultaneamente maximizar a sensibilidade e a especificidade da reacdo. A
sensibilidade do ensaio para um determinado microrganismo em uma amostra biologica
depende fundamentalmente de trés elementos: as condigdes fisico-quimicas da reacgdo, a
concentragdo ¢ natureza do DNA-alvo e os primers selecionados. A otimizagdo desses
parametros representa uma fonte significativa de variacdo interlaboratorial (Bastien; Procop;
Reischl, 2008).

Pan et al. (1999) propuseram o primer PGBL e, no mesmo trabalho, otimizaram o
protocolo mediante o aumento da concentracao de Taq DNA polymerase de 0,625 para 2,5
unidades por reacdo, a extensdo dos tempos de desnaturacdo e anelamento de 1 para 10
segundos, e o incremento de 30 para 40 ciclos. De modo similar, Dayasena, Thushari e
Wijesuriya (2019) elevaram a temperatura de anelamento do primer Ala4 de 55 para 59,5 °C
visando otimizar a reagdo. A Tabela 3 compara a sensibilidade desses e de outros protocolos
modificados na detec¢do de X. albilineans em amostras de DNA total extraido de cana-de-
acucar infectada. Os resultados indicam que, tanto para o primer PGBL1/PGBL2 quanto para
o Ala4/L1, a adaptag@o do protocolo do LAGEM com extensao do tempo de desnaturacdo e
anelamento para 30 segundos demonstrou a maior eficiéncia, alcancando taxas de deteccao de
87,5% e 100%, respectivamente.

Os dados de Fernandes (2005) corroboram os resultados obtidos, uma vez que em sua
adaptagdo para a identificacdo de Tritrichomonas foetus a duplicacdo ou triplicagdo do tempo
de cada etapa do ciclo (desnaturagdo, anelamento e extensdo) em relagdo ao protocolo padrao
resultou em melhor desempenho, com a triplicagdo sendo ligeiramente superior. Esta
modificagdo permite uma ligacdo mais eficiente dos primers ao DNA molde, particularmente
quando a concentra¢do do template ¢ baixa, assegurando o inicio robusto da amplificacdo e

produzindo bandas mais bem definidas. No entanto, essa abordagem apresenta compromissos



40

significativos, incluindo maior tempo de ocupagdo do termociclador, redugdo na rapidez da
obtencdo de resultados e aumento do risco de amplificagcdes inespecificas, conforme

documentado por (Persing, 1993 apud Fernandes, 2005).

5.2 EFICIENCIA BASEADA NA SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E ACURACIA

Com base nos resultados anteriores, os primers selecionados para os testes de
sensibilidade e especificidade subsequentes (Tabelas 4 e 5, paginas 44 e 45) foram
XaABCF3/XaABCR3 e as adaptacdes obtidas para Ala4/L1 e PGBL1/PGBL2. Na andlise de
sensibilidade utilizando amostras de cana-doente, o primer XaABCF3/XaABCR3 detectou 7
verdadeiros positivos, mas apresentou 3 falsos negativos. Os primers Alad4/L1 e
PGBL1/PGBL2 demonstraram menor sensibilidade, registrando 5 verdadeiros positivos e 5
falsos negativos cada.

Quanto a especificidade, o desempenho do XaABCF3/XaABCR3 foi inferior,
produzindo 9 falsos positivos e apenas 1 verdadeiro negativo. Em contraste, os primers Ala4/L1
e PGBL1/PGBL2 mostraram especificidade ideal, com 10 verdadeiros negativos e nenhum
falso positivo. Os falsos positivos do XaABC incluiram reagdes cruzadas com Leifsonia xyli
subsp. xyli, Xanthomonas sp., Acidovorax avenae subsp. avenae, Xanthomonas citri subsp.
citri, Pyricularia oryzae e DNA total de citros, brocolis e tomate.

Os trabalhos originais de desenvolvimento dos primers Ala4/L1 e PGBL1/PGBL2
confirmam a alta especificidade observada. O par Ala4/L1 detectou 71 das cepas de X.
albilineans testadas, abrangendo os sorovares I, II e III, sem apresentar amplifica¢do para
bactérias saprofiticas na mesma regido de banda (Pan; Grisham; Burner, 1997). O primer
PGBLI1/PGBL2 apresentou resultados positivos para 61 das 71 cepas de X. albilineans,
igualmente sem produtos de amplificagdo para bactérias saprofiticas de cana (Pan et al., 1999).
A principal discordancia reside no primer XaABCF3/XaABCR3, que em sua validagao original
detectou todas as 43 cepas de X. albilineans testadas e nao amplificou nenhuma das 16 cepas

de outras bactérias avaliadas, outras Xanthomonas sp., Acidovorax spp. € Leifsonia sp. (Shi et

al., 2021).
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Tabela 1 - Resultados do pré-screening de primers descritos na literatura para detecgdo de Xanthomonas albilineans mediante testes de sensibilidade em cultura pura (10°

UFC/mL) por dilui¢do seriada.

. Dilui¢ao (UFC/mL) Diluicido (UFC/pL) Deteccio
Primer 10° 108 107 10° 105 10* 10° 10> 10" 00 10 1 01 001
PGBL1/PGBL2 + + + - i i - i ] ] ] - - 20%
Alad/L1 - + + ; - ; ; - ; - - - - - 13,33%
XAF1/XAR1 + + + + + ] ; ; ; ; ; ; ] - 33,33%
XaABCF3/XaABCR3 + + + + + + ] + ; ; ; ; ] - 46,67%
XaQf/XaQr + + ; ; - ; ; - ; - - - - - 13,33%

Tabela 2 - Resultado do pré-screening de primers descritos na literatura para deteccdo de Xanthomonas albilineans mediante testes em DNA total de cana-de-agticar com

sintomas de escaldadura.

Amostras

Primer 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Detecgao
PGBLI / PGBL2 - - - e — - - - 0%
Alad /L1 - -+ -+ 4+ o+ - + - - + + + + + - - + 65%
XAF1/XARI1 e - - - - - - - - - - - - 0%
XaABCF3 / XaABCR3 + + + + + + o+ + + 4+ + + 4+ - + + + + + 95%
XaQf/XaQr e - - - - - - - - - - - - 0%
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Tabela 3 - Comparagao da sensibilidade de protocolos de PCR para os primers PGBL e Ala4/L1 na deteccao de
Xanthomonas albilineans em amostras de DNA total de cana-de-agucar infectada, sob diferentes tempos de ciclo

e concentra¢do de reagentes.

Primer

Condicao

Deteccao

PGBL1/PGBL2!

95°C - 5 min

30 ciclos
1s-94°C
1s-55C

30s - 72°C

Final: 72° - 5 min

50%

PGBL1 / PGBL2**

95°C - 5 min

40 ciclos
1s-94°C
1s-55C

30s - 72°C

Final: 72° - 5 min

50%

PGBL1 /PGBL2

95°C - 5 min

30 ciclos

30 s - 94°C
30s-55°C

30s - 72°C

Final: 72° - 5 min

87,5%

Ala4 /L12

95°C - 5 min

30 ciclos
1s-94°C
1s-55°C
30s-72°C

Final: 72° - 2 min

87,5%

Ala4 /L13

95°C - 5 min

30 ciclos
1s-94°C
1s—59,5°C
30s-72°C
Final: 72° - 2 min

75%

Ala4 /L1

95°C - 5 min

30 ciclos
30s-94°C

30 s -55°C

30s - 72°C

Final: 72° - 5 min

100%

** Aumento da Taq DNA polymerase, de 0.625 unidade para 2.5 unidade por reagao.

(1) Panetal (1999)

(2) Pan; Grisham; Burner (1997)

(3) Dayasena, Thushari e Wijesuriya (2019)
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A discrepancia na especificidade do primer XaABCF3/XaABCR3 em relagdo a
literatura permanece indeterminada. As hipoteses incluem variagdes entre termocicladores,
particularmente quanto a precisao da temperatura de anelamento e a taxa de hamp-up. A
especificidade da ligagdo do primer ¢ influenciada por multiplos fatores, como seu
comprimento, temperatura de anelamento, concentracdo de magnésio e formagao de estruturas
secundarias no template. O desenvolvimento de um método de deteccdo por PCR requer a
inclusdo de controles adequados, incluindo amostras negativas, positivas, reagdes com primer
unico e dilui¢des seriadas. A baixa especificidade pode ser corrigida mediante elevagdo da
temperatura de anelamento ou reducdo das concentragdes iniciais de template ou primers
(Henson; French, 1993).

A acuricia diagnostica, que integra sensibilidade e especificidade, foi de 75% para os
primers Ala4/L1 e PGBL, enquanto o primer XaABC apresentou acurdcia inferior de 40%,
devido principalmente a sua baixa especificidade. Para desempatar os primers com
desempenho equivalente, realizou-se um teste adicional (Tabela 6, pagina 45) de sensibilidade
com cerca de 222 amostras de cana-de-acucar infectadas. O experimento foi estruturado em
duas fases: um teste de diluicdo de DNA em pool com 142 amostras de concentragdo variada,
e uma avaliagdo da estabilidade de detec¢do e preservagdao do DNA utilizando 80 amostras
padronizadas. O primer Ala4/L1, adaptado as condigdes do LAGEM, demonstrou

superioridade, detectando 88,93% do total de amostras.
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Tabela 4 - Sensibilidade e especificidade de diferentes primers para deteccdo molecular de Xanthomonas

albilineans.
Amostra  Hospedeiro Patégeno ID XaABC Ala4/L1 PGBL
1 Xa04-01 - - -
Cana-de-actcar Xanthomonas albilineans SeXa04-0
2 X. albilineans SeXa04-02 ) ) i
- + - -
3 X. albilineans ScXa04-03
4 X. albilineans ScXa04-04 - - -
5 X. albilineans ScXa05-01 + + +
6 X. albilineans ScXa05-02 + + +
7 X. albilineans ScXa05-03 + + +
8 X. albilineans ScXa05-04 + + +
9 X. albilineans ScXa05-05 + + +
10 X. albilineans ScXa05-06 + - -
11 Leifsonia xyli subsp. xyli LxAr01-01 + - -
12 Xanthomonas sp. ScFe01-01 + - -
13 Acidovorax avenae subsp. avenae  ScEv04-01 + - -
14 Citros Xanthomonas citri subsp. citri CiCc01-01 - - -
15 Citros Xanthomonas citri subsp. citri CiCc01-02 + - -
16 Triticale Pyricularia oryzae TtPp01-01 + - -
17 Citros - + - -
18 Brocolis - + - -
19 Brocolis - + - -
20 Tomate - + - -
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Tabela 5 - Comparacgdo dos primers XaABC, Ala4/L1 e PGBL nas melhores condigdes para a detecgdo de
Xanthomonas albilineans.

. Condicao de Sensibilidade Especificidade L o
Primer amplificacdo do DNA VP FP EN VN relativa SE (%) relativa SP (%) Acuricia (%)
PGBL1 /PGBL2 Adaptado* 5 0 5 10 50 100 75
Alad /L1 Adaptado** 5 0 5 10 50 100 75
XaABCF3 / XaABCR3 Shi et al., 2021 7 9 3 1 70 10 40

*Condicdo de amplifica¢do recomendada por Pan et al (1999) com a extensdo das etapas de desnaturagdo e
anelamento para 30 segundos;

** Condicdo de amplifica¢do recomendada por Pan, Grisham e Burner (1997) com o aumento da temperatura de
anelamento para 60°C e a extensdo das etapas de desnaturacdo e anelamento para 30 segundos;

Tabela 6 - Teste de sensibilidade comparativa para desempate dos primers PGBL ¢ AL4/L1 na detecgdo de
Xanthomonas albilineans em DNA total de cana-de-agucar infectada.

Primer Condicao Deteccio
PGBL1/PGBL2 Adaptado* 194/223 86,99%
Ala4/L1 Adaptado** 217/222 88,93%

*Condicao de amplificagdo recomendada por Pan et al (1999) com a extensdo das etapas de desnaturagdo e
anelamento para 30 segundos;

** Condicdo de amplifica¢do recomendada por Pan, Grisham e Burner (1997) com o aumento da temperatura de

anelamento para 60°C e a extensdo das etapas de desnaturacdo e anelamento para 30 segundos;
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Figura 6 - Foto da membrana resultante da analise sorologica para deteccao de Xanthomonas albilineans em
seivas extraidas de colmos de cana-de-agticar. Os cinco primeiros “po¢os” da membrana A1-AS5 sdo os controles,
os pocos Al a A4 s@o os controles positivos e 0 pogo A5 ¢ o controle negativo, respectivamente. Em vermelho,
sinalizada, as amostras N4 utilizadas para o experimento de pool de amostra.
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5.3 SENSIBILIDADE DOS CONJUNTOS DE PRIMERS USANDO DILUICAO DO DNA

No teste de diluig¢do de DNA em pool, utilizaram-se amostras consideradas sadias (ndo
detectaveis) e dois toletes com 10° UFC/mL de X. albilineans (confirmado por dot-blot; Figura
6, pagina 45) como constituinte doente. As propor¢des foram preparadas variando de 1 parte
infectada (0,08 g) para 9 partes sadias (0,72 g) até 9 partes infectadas (0,72 g) para 1 parte sadia
(0,08 g), mantendo uma massa total constante de aproximadamente 0,8 g por amostra. Os
resultados da Tabela 7 (pagina 47) demonstram que o primer Ala4/L1 apresentou maior
consisténcia na detec¢do de X. albilineans em todas as dilui¢des testadas (100%), enquanto o
PGBL exibiu varia¢des significativas em sua eficiéncia de detec¢do. Esta inconsisténcia do
primer PGBL corrobora observagdes previamente registradas na rotina diagndstica do
LAGEM.

Para além, da avaliacdo da sensibilidade do exame diagnostico, a constituicdo de
amostras compostas demonstrou ser uma estratégia viavel para a analise molecular, reduzindo
custos de extragao e tornando o diagnostico acessivel ao setor produtivo. Notavelmente, mesmo
nas amostras mais diluidas (T1), a matriz manteve niveis representativos de inibidores de PCR
e polissacarideos caracteristicos do tecido completo de cana-de-agicar (Wang et al., 1999).
Esta condicao confere maior confiabilidade ao teste, uma vez que a detec¢dao de 100% obtida
com o primer Ala4/L1 em amostras T1 valida sua eficicia em condigdes reais, simulando
desafios encontrados em amostras da rotina laboratorial.

Também foram obtidos dados secundarios para o primer Ala4/L1, mediante a dilui¢ao
do DNA de menor concentracao (amostra T1: 1 parte infectada para 9 partes sadias) em tampao
TE. O primer demonstrou sensibilidade notavel, detectando X. albilineans em 31% das réplicas

mesmo na dilui¢ao 1:1000 (uma parte da amostra T1 para 1000 partes de TE).
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Tabela 7 - Viabilidade da formagdo de pools de amostras para deteccdo de Xanthomonas albilineans: Avaliacao
da sensibilidade em diferentes propor¢des de DNA de cana-doente (10° UFC/mL) e cana-sadia.

Tratamento Concentragio Composicdo da amostra Deteccao

Doente (g) Sadio (g) Ala4/L1 PGBL
Tl 1:9 0,08 0,72 100% 93,8%
T2 2:8 0,16 0,64 100% 100%
T3 3:7 0,24 0,56 100% 100%
T4 4:6 0,32 0,48 100% 100%
T5 5:5 0,4 0,4 100% 100%
T6 6:4 0,48 0,32 100% 100%
T7 7:3 0,56 0,24 100% 93,8%
T8 8:2 0,64 0,16 100% 100%
T9 9:1 0,72 0,08 100% 93,8%

Para ambos os conjuntos de primers, as condi¢des de amplificagdo foram adaptadas a partir do protocolo

estabelecido pelo LAGEM, com a extensdo das etapas de desnaturagdo e anelamento para 30 segundos. Para o

par Ala4/L1, também foi realizado um ajuste na temperatura de anelamento, que foi elevada para 60 °C.

Tabela 8 - Analise do limite de detec¢do maximo para o Ala4/L1: Sensibilidade do ensaio ap6s diluigdes seriadas
da amostra composta T1 (1 parte infectada:9 partes sadias) para Xanthomonas albilineans.

Tratamento Concentrac¢ao Deteccio
Tl 1:10 87,5%
T2 1:50 50%
T3 1:75 50%
T4 1:100 43,8%
T5 1:1000 31,2%

Condig¢ao de amplificagdo recomendada por Pan, Grisham e Burner (1997) com o aumento da temperatura de

anelamento para 60°C e a extensdo das etapas de desnaturacdo e anelamento para 30 segundos;
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5.4 ESTABILIDADE DE DETECCAO DOS PRIMERS E AS FORMAS DE
PRESERVACAO DO DNA EXTRAIDO

Os testes de estabilidade de deteccao e preservacdo do DNA iniciaram com 80 amostras
de tecido contendo 10¢ UFC/mL de X. albilineans (dot-blot, dados nao apresentados). Na
avaliagdo inicial, o primer PGBL detectou 67,5% (54/80) das amostras, enquanto o Ala4/L1
apresentou sensibilidade significativamente superior, com 93,75% (75/80) de detec¢do. As
amostras positivas foram distribuidas em quatro tratamentos de preservagado e reavaliadas nos
tempos 0, 15 e 34 dias. Conforme apresentado na Tabela 9 (pagina 48), ambos os primers
exibiram reducgdo progressiva na capacidade de detec¢do ao longo do tempo. No entanto, a
magnitude da perda de sensibilidade foi notavelmente menor para o Ala4/L1, que demonstrou
maior estabilidade e capacidade de manter a detec¢do em comparagdo com o PGBL.

A andlise de regressdo logistica binomial confirma que o tempo de armazenamento
afeta diferencialmente os dois primers. Para o PGBL, o efeito do tempo foi estatisticamente
significativo nos tratamentos T1 (p=0,00173), T2 (p=0,001394) e T3 (p=0,00116), mas ndo no
T4 (p=1). Em contraste, o Ala4/L1 mostrou significancia estatistica em todos os tratamentos:
T1 (p=0,002288), T2 (p=0,029281), T3 (p=0,014151) e T4 (p=0,000292). Estes resultados
indicam que, embora ambos os primers sejam afetados pelo tempo de armazenamento, o
Ala4/L1 demonstra um perfil durante a degrada¢do mais consistente entre os diferentes
tratamentos de preservagdo. A Figura 7 (pagina 49) torna claro o efeito pratico dos diferentes

tratamentos de preservacao na detectabilidade do DNA ao longo do tempo.

Tabela 9 - Avaliacdo da sensibilidade dos primers sob diferentes condi¢gdes de armazenamento: Teste de deteccio
em amostras de DNA total de cana-de-acucar, positivadas para Xanthomonas albilineans, em funcido da
temperatura e do tempo.

Primer Condicao de Armazenamento Dia 0 (Controle) Dia 15 Dia 34
-20 °C 100% 81,2% 50%
+. O, 0, 0 o
Alad /L1 4 C 100% 90% 75%
Temperatura Ambiente (~25 °C) 100% 83,3% 66,7%
Temperatura Elevada (~37 °C) 100% 82,4% 31,2%
-20°C 100% 50% 8,33%
PGBLI1/ +4 °C 100% 64,3% 7,14%
PGBL2 Temperatura Ambiente (~25 °C) 100% 42.9% 7,14%
Temperatura Elevada (~37 °C) 100% 50% 0%

Para ambos os conjuntos de primers, as condi¢des de amplificacdo foram adaptadas a partir do protocolo
estabelecido pelo LAGEM, com a extensao das etapas de desnaturagéo e anelamento para 30 segundos. Para o

par Ala4/L1, também foi realizado um ajuste na temperatura de anelamento, que foi elevada para 60 °C.
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Figura 7 - Anélise eletroforética do efeito de diferentes métodos de preservagdo de amostras e do tempo de
armazenamento na detecgdo de X. albilineans via PCR. Os painéis A, B e C correspondem aos resultados com os
primers Ala4/L1 nos tempos de 1, 15 e 34 dias, respectivamente. Os painéis D, E e F correspondem aos resultados
com os primers PGBL nos tempos de 1, 15 e 34 dias, respectivamente.

A transformacao dos coeficientes da regressao logistica em Razdes de Chances (Odds
Ratio - OR) revela o impacto diferencial do tempo de armazenamento na detectabilidade dos
primers. Para o PGBL, observou-se uma redu¢ao didria nas chances de deteccdo de 16,51%
(T1), 9,87% (T2), 17,40% (T3) e 83,67% (T4). Em contraste, o Ala4/L.1 apresentou menor

sensibilidade ao tempo de armazenamento, com redugdes didrias de 10,16% (T1), 8,30% (T2),
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8,01% (T3) e 14,68% (T4). As Figuras 8 ¢ 9 (paginas 50 e 51) ilustram o comportamento
temporal dos tratamentos e a probabilidade de deteccdo predita pelo modelo de regressao
logistica. A trajetdria predita pelo modelo corrobora quantitativamente as reducdes percentuais
previamente calculadas, evidenciando visualmente a superior estabilidade do primer Ala4/L1
na deteccdo de X. albilineans em condi¢des de armazenamento prolongado.

Os dados de Baoutina et al. (2019) refor¢am os resultados observados, indicando que o
DNA em solucao tamponada pode sofrer degradagao mesmo quando armazenado a -20°C ou -
80°C, enquanto mantém maior estabilidade a 4°C. Adicionalmente, evidéncias demonstram
que o congelamento lento ¢ mais prejudicial a integridade do DNA que o congelamento rapido.
A degradacgdo acentuada nos tratamentos T3 e T4 reflete o efeito catalisador das temperaturas
elevadas sobre a atividade enzimatica e o movimento molecular (Tan et al., 2021). No T4,
particularmente, as altas variagdes ambientais e a possivel exposi¢do a radiacdo UV externa
induziram quebras nas fitas de DNA, formagao de dimeros, reticulagdo e modificagdes nas

nucleobases, conforme documentado por Tan et al. (2021).
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Figura 8 - Probabilidade de deteccdo de X. albilineans pelo par de primers PGBL ao longo do tempo em diferentes
tratamentos: T1) preservacdo em freezer a -20 °C; T2) preservacdo em geladeira a +4 °C; T3) temperatura
ambiente (~25 °C); e T4) temperatura elevada (~37 °C). Os pontos representam os valores observados, a linha
solida vermelha a probabilidade predita pelo modelo e a 4rea sobre a linha pontilhada azul o intervalo de confianga
de 95%.
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Figura 9 - Probabilidade de deteccdo de X. albilineans pelo par de primers Ala4 / L1 ao longo do tempo em
diferentes tratamentos: T1) preservacdo em freezer a -20 °C; T2) preservagdo em geladeira a +4 °C; T3)
temperatura ambiente (~25 °C); e T4) temperatura elevada (~37 °C). Os pontos representam os valores
observados, a linha sélida vermelha a probabilidade predita pelo modelo e a area sobre a linha pontilhada azul o
intervalo de confianca de 95%.

5.5 OTIMIZACAO DO PROTOCOLO DE PCR

Apesar do seu desempenho superior, o par de primers Ala4/L1 apresenta oportunidades
de melhoria, particularmente quanto a formagdo de bandas inespecificas, conforme
previamente descrito por Pan; Grisham; Burner, (1997). A amplificacdo de fundo compromete
a interpretacao dos resultados ao gerar produtos inespecificos e reduz a eficiéncia da reag¢do ao
consumir reagentes essenciais, conforme demonstrado por Henson e French (1993). Na
experiéncia pratica do LAGEM, embora ndo comprometessem o diagndstico, essas bandas
causavam dificuldades na interpretagdo e emissao de laudos.

Com o objetivo de eliminar essas bandas e aprimorar a resolugdo da amplificacao,
foram realizados testes de otimiza¢do da temperatura de anelamento, cujos resultados sdo
apresentados na Tabela 10 (pagina 54). Esta abordagem visa suprimir a amplificacdo nao
especifica, que pode ser acentuada pela realizacdo das reagdes em temperatura ambiente ou
pela falta de pré-aquecimento do termociclador (Pan; Grisham; Burner, 1997).

Conforme demonstrado na Figura 10 (pagina 52), o incremento da temperatura de

anelamento resultou em ganhos significativos na clareza dos resultados. Temperaturas mais
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elevadas promoveram uma reducdo progressiva das bandas inespecificas, sendo que 60°C
eliminou completamente esses artefatos enquanto manteve 100% da detecgdo. Estes resultados
se alinham com os obtidos por Dayasena, Thushari e Wijesuriya (2019), que reportaram
otimizacao do protocolo mediante elevagdo da temperatura para 59,5°C. Em seu trabalho,
Oliveira e Urashima (2018) também observou ganhos na acurécia de primers adaptados para a
deteccdo de Leifsonia xyli subsp. xyli por meio do aumento de 1°C na temperatura de
anelamento.

O aumento da temperatura de anelamento reduz a probabilidade de ligacao inespecifica
dos primers sem comprometer a eficiéncia da iniciacdo correta da amplificagdo. Contudo,
temperaturas excessivamente elevadas impedem a hibridizagdio mesmo em sitios
complementares, resultando na auséncia de produtos de PCR. A determinacao da temperatura

Otima ¢ estabelecida empiricamente mediante andlise do perfil de bandas em gel de agarose,

que indica a condi¢do que maximiza a especificidade sem prejudicar o rendimento da reacao

(Gibbs, 1990).

Figura 10 - Analise eletroforética da amplificagao por PCR de X. albilineans utilizando o par de primers Ala4/L1,
em 10 amostras de DNA total positivo para a bactéria e um controle positivo (Gltimo pogo), sob diferentes
temperaturas de anelamento. A) 55 °C, B) 57,6 °C ¢ C) 60 °C.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram observadas varia¢des nos resultados
entre os diferentes termocicladores utilizados (Figura 11, pagina 53). Nota-se uma nitida
diferenca na qualidade dos produtos de PCR, com o termociclador PTC-100 gerando bandas
mais definidas e intensas em comparagdo com os demais equipamentos. Essas discrepancias
podem ser atribuidas a fatores como calibragdo e taxa de aquecimento (ramp-up), destacando
a necessidade de validacdo especifica por parte de cada laboratério (Ho Kim et al., 2008).

Em seu estudo, Ho Kim et al. (2008) analisaram os perfis térmicos de 19
termocicladores de oito modelos comerciais distintos, constatando que os equipamentos
apresentaram desvios significativos dos protocolos estabelecidos. Adicionalmente, a maioria
dos instrumentos testados exibiu irregularidades térmicas acentuadas, incluindo sub e

superestimacao das temperaturas programadas, o que afetou substancialmente os resultados de
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PCR multiplex sensivel a variagdes térmicas. Variacdes significativas entre os pogos de reacao

também foram observadas na maior parte dos equipamentos analisados.

Figura 11 - Analise eletroforética da amplificagdo por PCR de Xanthomonas albilineans utilizando o par de
primers Ala4/L1, em 10 amostras de DNA total positivo para a bactéria, um controle positivo (pentltimo pogo) e
um controle negativo (Gltimo poco), realizada em diferentes termocicladores: A) C1000 Touch, B) PTC-100, C)
PCR System 9700.
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Tabela 10 - Otimizacdo da analise eletroforética para detec¢do de Xanthomonas albilineans: Elimina¢do de bandas inespecificas e aprimoramento da resolugdo do primer
Ala4/L1 mediante incremento da temperatura de anelamento.

I . Amostras Deteccio (%)
emperaturas eteccio
peratt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 sao ke
+ + + + + + + + + +
55°C , . . . . . . . . . . 100
Inespecificas Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
55.09C + + + + + + + + + + 100
’ Inespecificas Sim Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim
56.8°C + + + + + + + + + + 100
’ Inespecificas Sim Sim Néo Néo Néo Néo Sim Sim Sim Sim
57.6°C + + + + + + + + + + 100
’ Inespecificas Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim
+ + + + + + + - - -
57,9 °C , } . . . . . . . . . 70
Inespecificas Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
+ + + + + + + + + +
58,2°C , ) . . N ~ ~ ~ . ~ ~ 100
Inespecificas Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
58.0°C + + + + + + + + + + 100
’ Inespecificas Nao Sim Nao Nao Nao Nao Sim Sim Nao Nao
+ + + + + - - - - -
59,5 °C , ) . . . . . . . . . 50
Inespecificas Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
- + + + + + + + + +
59,8 °C ) . . . . . . . . . . 90
Inespecificas Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
+ + + + + + + + + +
60 °C , . . . . . . . . . . 100
Inespecificas Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
- + + + - + - + - -
62 °C , . . . . . . . . . . 50
Inespecificas Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
63 °C i - . i - - i - i i 0

Inespecificas Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

e O par de primers Ala4/L1, nas condi¢des de temperatura de anelamento de 60°C e
tempos de desnaturagdo e anelamento estendidos para 30 segundos, apresenta o melhor
desempenho para o diagnostico de X. albilineans.

e O armazenamento de DNA a +4 °C foi o mais eficaz na preservacao da detectabilidade
do patogeno. A sensibilidade a degradagdo do DNA variou entre os primers. A
regressao logistica confirmou que periodos maiores entre extragdo ¢ PCR reduzem

significativamente a probabilidade de deteccao.
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