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RESUMO: A bactéria fitopatogenica Xanthomonas citri subsp. citri, agente causal do cancro citrico, € um
importante patégeno na citricultura mundial, visto sua ampla gama de hospedeiro e variabilidade. A fim de
estudar a diversidade genética de X. citri em pomares do Estado do Parana, foram coletados, a partir de
lesBes em citros infectados por X. citri, 48 isolados, em pomares comerciais de Congonhinhas, Cornélio
Procopio, Paranavai e pomar experimental da Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI). As culturas foram
cultivadas em meio NA e posteriormente extraido o DNA genomico de cada amostra. Em seguida realizou-
se a amplificacdo do DNA por PCR, utilizando 14 marcadores microssatélites e o resultado foi observado
em gel de agarose a 2%. Com os dados obtidos foi gerada uma matriz de semelhanca e um dendograma foi
construido pelo método UNJ (Unweighted neighbor joining). A arvore foi gerada por analise Bootstrap. Os
iniciadores microssatelites amplificaram regi6es do genoma de todos os isolados, mostrando a formagé&o de
trés grupos distintos. No entanto a diferenciac@o entre os isolados foi baixa, mostrando que a origem e o
hospedeiro ndo foi um fator condicionante na diversidade genética dos mesmos. Essa baixa diversidade
sugere que as populacdes de X. citri subsp. citri encontradas no Parana podem ser clonais, possuindo forte
ligacdo epidemioldgica.
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1 INTRODUCAO

A bacteria Xanthomonas citri subsp. citri € um modelo interessante de co-evolucao
e especializacdo patdgeno x hospedeiro, devido as suas variantes patogénicas. Todas as
estirpes de X. citri causam cancro em citros, no entanto, a gama de hospedeiro varia entre
0s grupos de estirpes (BRUNINGS & GABRIEL 2003; Gabriel 2001).

O estudo da diversidade de X. citri foi analisado ao longo dos anos principalmente
por Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) ou pela Reacéo da
polimerase em cadeia (PCR) (GRAHAM et al. 2004). Bui Thi Ngoc et al. ( 2009) em seus
estudos desenvolveram uma técnica de andlise multilocos para X. citri, utilizando 14
marcadores microssatélites desenhados com base no genoma deste patégeno.
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O conhecimento da diversidade genética de um agente patogénico pode ajudar no
estabelecimento de hipdteses sobre sua evolugcdo, compreensdo da relacdo entre
patégeno x hospedeiro, além de auxiliar na definicdo de métodos e estratégias de controle
(ADHIKARI et al. 1999; RESTREPO et al. 2000; OCHIAI et al. 2000). Diante disso o
objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade genética de X. citri susbp. citri em
pomares comerciais e experimental no Estado do Parana, Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

Um total de 46 isolados (n) de X. citri de trés pomares comerciais e um
experimental, localizados no Estado do Parané foram utilizados no estudo [Congonhinhas
(n=4), Cornélio Procopio (n=3), Paranavai (n=10) e FEl-lguatemi (n=29)]. Além disso,
duas amostras de isolados de Xcc 306 foram incluidas no estudo.

Culturas desses isolados coletados foram desenvolvidas em meio NA e mantidas
por aproximadamente 48 horas a 28°C em estufa bacterioldgica para crescimento. Apos
crescimento e repicagem, as culturas puras (isolados) foram mantidas em tampéo fosfato
salino [PBS].

O DNA total de X. citri foi extraido a partir de culturas cultivadas em meio NA,
segundo Nunes et al. 2008. A quantificacdo do DNA e a sua qualidade foi avaliada em gel
de agarose corado com brometo de etideo a 1%.

Para a amplificacdo do DNA obtido, seguiu-se os procedimentos descritos por Bui
Thi Ngoc et al. (2009), sendo utilizado 14 pares de iniciadores microssatélites
desenhados a partir da sequéncia completa do genoma de X. citri subsp. citri estirpe 306.
As amplificacdes foram realizadas utilizando as seguintes condi¢des: 15 min a 95 °C para
desnaturacao inicial do DNA, seguido por 25 ciclos a 94°C durante 30s, as temperaturas
de anelamento variaram de 64 a 70°C durante 90s e 72°C durante 90 s para a extensao,
tendo ainda para extensédo final, 30 min a 72°C (BUI THI NGOC et al. 2009). Apés, o
produto da PCR foi observado através de eletroforese em gel de agarose a 2%.

Os padroes de bandas evidenciados pela PCR utlizando marcadores
microssatélites foram registrados como auséncia (0) ou presenca (1) de bandas para a
construcdo da matriz binaria. Apenas bandas reprodutiveis foram consideradas positivas.
A matriz de semelhancga foi calculada usando o coeficiente Dice e um dendograma foi
construido pelo método UNJ (Unweighted neighbor joining) usando o software DarWIN
5.0 (CIRAD, Montpellier, France) (JACIANI et al 2012). A arvore foi gerada por analise de
Bootstrap (1000 repeticdes).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os 14 pares de iniciadores microssatélites utilizados no presente trabalho,
amplificaram regides do genoma especifico para X. citri em todos os isolados testados.
Concordando com os resultados obtidos por Bui Thi Ngoc et al. (2009), onde testaram os
mesmos marcadores microssatélites em uma colecdo de 239 estirpes de X. citri e 83
estirpes de patovares geneticamente relacionados, originados de 25 paises da Asia.

Os resultados mostraram que os iniciadores foram bastante eficientes, apontando
diferencas entre os isolados e a formacgéo de trés grupos (Figura 1). No entanto essas
diferencas sdo muito baixas, evidenciando que estes sdo muito préximos geneticamente,
visto que o local de origem n&o influenciou na variabilidade genética dos isolados. Pruvost
et al. (2011) observaram que estirpes que compartilhavam o mesmo perfil genético ou
pertenciam ao mesmo complexo clonal eram mais frequentemente originadas a partir do
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mesmo local no mesmo ano de avaliagdo ou dentro de um intervalo de dois anos,
sugerindo forte ligacéo epidemioldgica entre os isolados.

Em condicdes brasileiras, Jaciani et al. (2012) analisando 157 estirpes de X. citri
coletadas em 62 municipios de sete estados brasileiros (Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Parana, Roraima, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo) verificaram uma
elevada diversidade genética em amostras de todos os Estados analisados, independente
das estratégias de controle utilizada em cada um deles. O Estado de S&o Paulo que
adotou a erradicacdo de plantas doentes por muitos anos e o Estado do Parana que
conviveu com a doencga, sem erradicar as plantas, apresentaram resultados semelhantes
guanto a diversidade genética de X. citri. Provavelmente as popula¢cées da bactéria de
Sdo Paulo e Parana tenham se originado a partir das mesmas linhagens genotipicas.
Populacdes de X. citri identificadas nos Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
apresentaram diferencas em relagcdo aos outros Estados, provavelmente podem ter sido
influenciadas por diferentes introduces do patdgeno. A proximidade desses Estados com
paises como Argentina, Paraguai e Uruguai pode ter facilitado o intercambio de material
genético infectado.
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Figura 1. Arvore obtida por Unweighted neighbor joining (coeficiente Dice), mostrando a diversidade
genética de 48 isolados de X. citri subsp. citri, identificados por marcadores microssatélites, de diferentes
regides do Estado do Parana, Brasil.

O baixo grau de diversidade genética global encontrado na populagéo de X. citri
pode ser atribuido principalmente as cultivares de citros comerciais (por exemplo C.
sinensis, C. paradisi e C. limon), ou seja, grandes areas cultivadas com mesma espécie
citrica (GRAHAM et al. 2004). Isso poderia se enquadrar as condi¢cdes paranaenses, onde
0 patégeno ndo enfrenta uma pressao de selecdo significativa, devido a homogeneidade
genética do hospedeiro nos pomares comerciais.
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4 CONCLUSAO

A baixa diversidade genética observada pode ser um indicativo de que as
populacbes de X. citri subsp. citri encontradas no Estado do Parand sdo clonais e
possuem forte ligagdo epidemiolégica.
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