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Xanthomonas citri subsp. citri: ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA
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RESUMO: A citricultura mundial é vulneravel a diversas doencas, dentre elas destaca-se o cancro citrico causado
pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri. O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade deste patdbgeno em
variedades mais e menos suscetiveis a doenca em pomar experimental. Para isso foram coletadas amostras de
folhas de trés variedades mais suscetiveis e trés menos suscetiveis a cancrose no pomar da Fazenda
Experimental de Iguatemi (FEI). Foi realizado o isolamento e manutencdo da bactéria em meio NA e
posteriormente seu DNA foi extraido e amplificado por PCR utilizando-se 14 marcadores microssatélites e o
resultado foi observado por meio de eletroforese em gel de agarose a 2%. Através dos resultados foi gerado um
dendograma onde pbdde observar uma minima diversidade genética entre os isolados avaliados, evidenciando que
as populagbes da bactéria podem ser clonais e possuir uma estreita ligagdo epidemioldgica.
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1 INTRODUCAO

Constatado pela primeira vez em Presidente Prudente — SP, em 1957(BITANCOURT, 1957), o cancro
citrico é causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, e este patégeno tem obtido a atencdo de produtores,
técnicos e pesquisadores, por possuir uma grande variedade de hospedeiros do género Citrus e também por sua
agressividade e ampla distribuicdo (GOTWALD et al., 2002).

Os sintomas se caracterizam por lesdes circulares, salientes, de coloracdo amarronzada e com aspecto
eruptivo. Os sintomas se expressam em folhas, frutos e ramos. Nas folhas as lesBes séo observadas em ambos
os lados, sendo comum a presenca de um halo amarelo circundando a lesdo. Quando a doenca ocorre mais
agressivamente, pode-se observar a ocorréncia de desfolha, queda de frutos e seca de ramos (LARANJEIRA et
al., 2005).

O estudo da diversidade genética de um patdgeno ajuda na suposicao de hipdteses sobre sua evolugéo,
compreensdo da relacdo entre patdgeno e hospedeiro, além de auxiliar na definicdo de métodos e estratégias de
controle (RESTREPO et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho foi estudar a diversidade genética de Xanthomonas citri subsp. citri em
trés variedades mais suscetiveis e trés menos suscetiveis ao cancro citrico presentes no pomar da FEI.

2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de folhas de trés variedades de laranja doce mais suscetiveis e trés menos
suscetiveis a cancrose do pomar experimental existente na FEI, todas as amostras apresentavam sintomas
caracteristicos da doenca. As folhas foram encaminhadas ao laboratdrio do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia
Aplicada da Universidade Estadual de Maring4, onde foi realizado o isolamento e manutencdo da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri em meio de cultura nutriente-agar [NA] (3g extrato de carne; 5g de peptona; 5g de
cloreto de sédio; 15g de Agar/Litro de agua destilada g.s.q) por aproximadamente 48 horas a 28°C em estufa
bacteriol6gica.

Apbs o crescimento e repicagem, o DNA total da bactéria foi extraido. Posteriormente foi realizado sua
guantificacdo e verificado sua qualidade por meio de gel de agarose, corado com brometo de etidio a 1%.

A amplificagdo do DNA foi realizado pela Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), com 14 marcadores
microssatélites desenhados a partir da sequencia completa do genoma de X. citri subsp. citri estirpe 306 (BUI THI
NGOC et al., 2009; DA SILVA et al., 2002).
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O isolado 306 foi obtido do acervo de culturas puras do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) e foi
incluido no estudo para comparacédo ao avaliar a variabilidade genética entre os isolados testados.

O produto da PCR foi observado através de eletroforese em gel de agarose a 2%, foi utilizado brometo de
etidio para visualizar as bandas no gel e foi possivel a construcdo de um dendograma construido pelo método
UNJ (Unweighted neighbor joining) usando o software DarWIN 5.0. Foi gerado por andlise de Bootstrap com 1000
repeticdes.

Tabela 1. Isolados de X. citri subsp. citri utilizados no experimento

Cédigo do isolado Nome comum Vulnerabilidade
140 Shamouti Resistente

76 Tangerina Ponkan Resistente

83 Satsuma Oktisu SPA 29 Resistente

84 Valéncia 1230 Suscetivel

327 Ovale mut Proc 435/96 Suscetivel

85 Valéncia Frost Suscetivel

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Analisando a figura 1, pode-se observar que houve um agrupamento em trés grupos distintos, cada qual
com dois isolados. Apesar de ter havido essa distincdo entre os grupos, pode-se afirmar que ha uma baixa
diversidade genética ente os isolados, o que indica que as populagbes do patdgeno encontradas no pomar
experimental possuem uma forte ligag&o epidemioldgica e séo clonais. Essa similaridade também foi encontrada
em trabalhos anteriores onde se pesquisou colecdes de X. citri isoladas de diferentes areas geogréficas (BUI THI
NOGOC et al., 2009; CARVALHO et al., 2005).
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Figura 1. Dendograma evidenciando a diversidade genética dos seis isolados utilizados no estudo.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que o estudo da diversidade genética de um patégeno é um fator importante para estudar a
epidemiologia do mesmo, a fim de propor praticas de manejo mais adequadas e eficientes para o verdadeiro
controle da doenca.
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