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RESUMO

O cancro citrico causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv.
citri € um dos principais problemas fitossanitarios incidentes em culturas de
citros. Esta doenca provoca lesbes em quase todos os 6rgdos, causando
destruicao foliar, queda e ma qualidade dos frutos, dificultando a comercializagao.
O controle da doenca, numa primeira etapa, passa forcosamente pela
identificacdo do seu agente causal Com esse objetivo, o presente trabalho
utilizou alguns testes bioquimicos para a identificacdo de 36 isolados da
bactéria X. axonopodis pv. citri obtidas de trés variedades de laranja doce,
“Péra”, “Folha Murcha” e “Valéncia”, coletadas em trés diferentes propriedades
comerciais do Noroeste do Estado do Parana. Os isolados de bactérias foram
submetidos a técnicas moleculares empregando iniciadores especificos,
amplificados por PCR, para confirmacéo, identificacdo e estudos de sua
variabilidade genética. Os resultados obtidos através de testes bioquimicos
foram confirmados pelos iniciadores especificos para a identificacdo de X.
axonopodis pv. citri. Subsequentemente, foram empregados os iniciadores
ERIC e BOX para o estudo da variabilidade do patégeno. Os testes utilizados

mostraram variabilidade genética nas regifes e variedades analisadas.

Palavras-chave: cancro citrico, bactéria, identificacdo, iniciadores, Box e
ERIC-PCR.
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ABSTRACT

The citrus canker caused by the bacterium Xanthomonas axonopodis
pv. citri is one of the main phytosanitary problems in the citrus industry. This
disease induces lesions in almost all plant organs, causing foliar destruction,
drop and bad quality of the fruits, thus difficulting the internal commercialization
of the crop and making impossible the export. The present work used a number
of biochemical assays for the identification of 36 isolates of bacterium obtained
from three sweet orange varieties; “Péra”, “Folha Murcha” and “Valencia”,
collected in three different commercial properties in the northeast of the Parana
state, Brazil. The bacteria isolates were submitted to molecular techniques
employing specific primers submitted to amplifications by PCR, for confirmation,
identification and study of its genetic variability. The results obtained by the
biochemical tests were confirmed by the specific primers for the identification of
X. axonopodis pv. citri. Subsequently, the primers ERIC and BOX were
employed for the study of the variablility of the pathogen. The utilized assays

did show genetic variability in the regions and analysed varieties.

Key-words: citrus canker, bacterial, identification, primers, Box e ERIC-PCR.
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1
INTRODUCAO

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de frutas citricas, com
uma produgéo acima de 17 milhdes de toneladas, ultrapassando 800 mil ha de
area plantada até junho de 2004 (IBGE, 2004), constituindo-se, também, no
maior exportador de suco citrico concentrado. A cultura espalhou-se por todas
as regibes do pais, destacando-se as regides Sudeste, Nordeste e Sul, cuja
producdo correspondente a 98,4% do total do pais (Rodrigues Neto e Lopes,
2003).

Um dos problemas que interferem na producdo de citros sao as
doencas bacterianas. Investigacoes referentes ao conhecimento destes
organismos, bem como sua associacdo com plantas hospedeiras e 0 meio
ambiente podem favorecer informacdes para a complementacdo de praticas
culturais que visam a diminuicdo do impacto causado por estes patdgenos na

cultura de citros (Graham et al., 2004).

As fitobactérias sdo agressivas as culturas de citros devido a sua
rapida disseminacéo e pela dificuldade de controle. O cancro citrico, doenca
causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri, com alta capacidade
de sobrevivéncia, esse fitopatdégeno provoca lesées em quase todos 0s 6rgaos,
causando destruicdo foliar, m& qualidade e queda dos frutos afetando
posteriormente a comercializacdo (Leite Junior e Mohan, 1990; Rodrigues Neto
e Lopes, 2003; Graham et al., 2004).

O aumento na intensidade do cancro citrico esta relacionado com o
aumento do numero de lesdes nas folhas, favorecendo o crescimento e a
perpetuagdo do indculo na planta e no pomar, servindo como fonte de

disseminacéo do patogeno para outras plantas (Leite Junior e Mohan, 1990).



A presenca da larva minadora (Phyllonocnistis citrella) desencadeou
uma progressdo da doenca, pois facilita a penetracdo da bactéria na planta
(Bergamin Filho e Hughes, 2000; Graham et al., 2004). Outras vias de
penetracdo desta bactéria nas plantas séo por aberturas naturais via estbmatos
ou via ferimentos, provocados por espinhos, insetos, abrasédo das folhas com o

solo e areia.

A erradicacdo completa da doenca parece ser extremamente dificil ou
quase impossivel (Namekata et al., 1992). O controle integrado do cancro
citrico utilizando quebra-vento e pulverizagbes de produtos a base de cobre,
obtiveram resultados satisfatérios na reducédo da incidéncia do cancro citrico
(Leite Junior e Mohan, 1990).

A biotecnologia promoveu maior impacto na citricultura, favorecendo
novas técnicas para diagnosticar doencgas (Roose, 1996). Técnicas moleculares
vém sendo utilizadas no estudo da diversidade de fitopatégenos. A taxonomia
do género Xanthomonas apresenta bastante controvérsia, sendo frequentemente
revisada. Schaad e colaboradores (2000) realizaram propostas de reclassificacéo
das estirpes do grupo Cancro Citrico como uma nova espécie, Xanthomonas
citri. No entanto, o nome cientifico Xanthomonas axonopodis pv. citri, ainda é
aceito na literatura mundial, sendo a doenca referida como Cancro Citrico
Asiatico, e no Brasil € a principal e mais severa doenca do grupo Cancro

Citrico.
Neste sentido o presente trabalho objetivou:

— Analisar a variabilidade genética entre isolados de X. axonopodis

pv. citri através de iniciadores ERIC e BOX.



2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO Xanthomonas

Segundo Schaad (1988), as bactérias do género Xanthomonas séo
vistas no microscopio 6ptico como bastonetes retos, isolados, medindo 1-
3.5um, méveis por meio de flagelo polar (monotriquia). As espécies sao gram-
negativas, aerobicas, ndao redutoras de nitratos (Graham et al.,, 2004). As
colénias sdo usualmente amarelas, lisas e mucoéides. Caracteristicamente
produzem pigmentos amarelos, insollveis em agua, denominado xantomonadina.
Essas bactérias sao oxidase-negativas, catalase positivas, quimiorganotroficas
e incapazes de utilizar asparagina como unica fonte de carbono ou nitrogénio.
Requerem fatores de crescimento, tais como metionina, acido glutamico, entre
outros. As espécies conhecidas sao fitopatogénicas (Schaad, 1988; Romeiro,
2000; Graham et al., 2004).

As bactérias Xanthomonas axonopodis pv. citri crescem na maioria dos
meios de cultura usados em laboratério, sdo facilmente isoladas de tecidos
citricos infectados. As unidades formadoras de colbnias das bactérias séo
visiveis em meio de cultura com agar apds 2-3 dias de incubacdo a 28°C
(Rossetti et al.,1981).

A taxonomia das Xanthomonas apresenta bastante controvérsia, sendo
freqientemente revisada. Schaad e colaboradores (2000) realizaram propostas
de reclassificacdo das estirpes do grupo Cancro Citrico, resultando em novas
composicdes de grupos ou espécies, inclusive com a proposi¢cdo de novas
espécies, acarretando profundas alteracfes na taxonomia e patovares das
fitobactérias. No entanto Vauterin e colaboradores (2000) rejeitaram esta
proposta porque as justificativas que embasavam esta afirmacao de surgimento

de uma nova espécie de Xanthomonas axonopodis eram insuficientes.



2.2 CANCRO CITRICO

O cancro citrico € uma doenca economicamente importante em muitos
paises tropicais subtropicais (Hartung et al., 1996; Pruvost et al., 2000; Graham
et al., 2004). O cancro citrico teve sua origem no continente asiatico
coincidentemente onde se originou a cultura de citros. A disseminacdo da
doenca foi favorecida principalmente pelo transporte de mudas, atingindo
outros paises do mundo como o Japao, Australia, Nova Zelandia, Ilhas do
Pacifico, Africa, América e EUA. Em muitos paises como Argentina, Paraguai,
Uruguai e Brasil a doenca ocorre endemicamente (Leite Janior, 1990).

Cancro citrico € uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. citri, sinonimia de Xanthomonas campestris pv. citri (patotipo A)
(Hartung et al., 1996; Cubero e Graham, 2002), que chegou ao Brasil
possivelmente pela importacdo de mudas citricas proveniente da Asia.
Primeiramente foi detectada na década de cinglenta no municipio de
Presidente Prudente, S&o Paulo (Bitancourt, 1957). No Estado do Parana o
cancro citrico foi relatado inicialmente em 1957, no municipio de Lupiondpolis,
proveniente possivelmente de mudas contaminadas do Estado de Sao Paulo.
Medidas de quarentena foram realizadas, mas nao foram suficientes para deter
0 patégeno, que se disseminou rapidamente para a regido Norte e Noroeste e

posteriormente para todas as regides do Estado (Leite Junior, 1990).

Com o objetivo de controlar e erradicar a doenca foi criada uma
Campanha Nacional de Erradicacao e Controle do Cancro Citrico. O Estado de
Séao Paulo apesar de ndo conseguir erradicar a doenga conseguiu estabelecer
seu controle. Schubert e colaboradores (2001) consideram que as bactérias X.
axonopodis pv. citri sdo patdégenos que apresentam eficiente erradicacdo por
apresentar algumas caracteristicas patogénicas como a facil e rapida diagnose,
disseminacédo relativamente lenta, auséncia de vetores, especificidade pelo
hospedeiro e a doenca apresenta grande importancia econémica.

A cultura de citros ainda € nova no Estado do Parana. Atualmente a
area cultivada com laranja € de aproximadamente 14.000 ha, com 6.450
produtores e producéo de 332.300 toneladas de frutos (SEAB/DERAL, 2004). A

economia da regido Noroeste do Estado esta investindo na cultura de citros. O



adensamento da cultura, por exemplo, permitiu que o0s produtores
aumentassem a rentabilidade por area, passando de cerca de 300 plantas para
até 450 plantas por hectare, dependendo do tipo de solo, porta-enxerto e da
variedade empregada. A forte expansao no plantio é observada nos investimentos
do setor industrial, existindo trés industrias processadoras de suco em
funcionamento na regido do arenito: a Parand Citrus e a Citri, ambas em
Paranavai, e a Corol, em Rolandia. Fundada em 1994, a Parana Citros, da
Cooperativa de Cafeicultores de Maringd (Cocamar) tem capacidade para
processar 6 milhdes de caixas por safra e trabalha com ociosidade de 50%
(Chiara, 2003).

2.3 SINTOMAS

Os sintomas manifestados pela planta sédo lesées em todos os 6rgaos,
as quais sao elevadas, necroticas, crateriformes, podendo ou ndo apresentar
um halo clorético, o que prejudica o aspecto e o valor comercial dos frutos
(Graham et al., 2004, Gottwald et al., 1992a). As plantas infectadas produzem
frutos menores e em menor quantidade. A doenca destréi arvores de muitas
espécies de citros (Gottwald et al., 1989; 2000).

As lesdes nas folhas sédo igualmente salientes nos dois lados da
superficie foliar e seu tamanho depende da susceptibilidade do hospedeiro. As
lesdes velhas nas folhas apresentam as partes centrais corticosa, duras e
lignificadas, podendo formar rugas dispostas concentricamente (Leite Junior,
1990). Apesar do cancro apresentar um aspecto de leséo tipica de filoplano,
ele origina de uma infeccédo sistémica, onde a bactéria invade sistematicamente
uma planta e passa a se multiplicar nos feixes vasculares, consequentemente a
colonizacéo se estende para o tecido parénquimatoso circunvizinho, ocorrendo
profundas alteracdes histologicas que empurram o parénquima para fora,

rachando o caule e expondo o cancro (Romeiro, 2000).

Os sintomas nos frutos assemelham-se aos observados nas folhas,

porém, mais acentuados com lesdes maiores, dilacerando a casca podendo



atingir a parte interna da mesma, apresenta aspecto esponjoso (Leite Junior,
1990).

As perdas causadas dependem da severidade da doenca, mas envolve
basicamente desfolha com consequiente depauperamento das plantas e queda
prematura dos frutos, além da depreciacdo de seu valor comercial pela

presenca de lesdes (Leite Junior, 1990).

2.4 CICLO DA DOENCA

Cancros presentes em ramos, folhas e frutos de arvores citricas sao as
estruturas que abrigam a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri, quando
na auséncia de tecido jovem suscetivel. O agente causal pode estar no tecido
do hospedeiro e também sobreviver na forma de inéculo, apés a queda dos
orgédos infectados, embora no solo a bactéria ndo consiga sobreviver por muito
tempo. Em periodos chuvosos e quentes, uma massa bacteriana exsuda e é
dispersa pela agua das chuvas (Graham et al., 2000; 2004). O cancro citrico é
mais severo no inicio do verdo, quando a temperatura e as chuvas propiciam o
desenvolvimento da doenca (Leite Junior, 1990; Malavolta Janior et al., 1983).
Chuvas acompanhadas de ventos fortes constituem o principal agente de
disseminacdo da bactéria em curtas distancias (Gottwald et al., 1992b).
Disseminacdo a longas distancias engloba muitos agentes capazes de
transportar uma bactéria, sendo o principal agente disseminador material
vegetal infectado (frutos, sementes e mudas), ferramentas utilizadas em
plantas contaminadas como caixas, escada para colheita, veiculos e o proprio
homem, que trafegam em localidades infectadas também s&o agentes

disseminadores (Graham et al., 2000; Leite Janior, 1990).

Apds estabelecer contato com tecidos jovens, sobre condi¢des
favoraveis, os propagulos do patégeno iniciam uma série de alteracdes
morfolégicas, tornando-o capaz de interagir com hospedeiro. A entrada do
patdogeno na planta se da por aberturas naturais (estbmatos, hidatédios),

ferimentos causados por espinhos, injurias, abrasdo provocada por particulas



de areia carregadas pelo vento (Bergamin Filho et al., 2000; Graham et al.,
2000).

O aumento da epidemia do cancro citrico esta diretamente relacionada
com o0 aparecimento da lagarta minadora de citros (LMC), Phyllocnistis citrella,
descrita primeiramente no Brasil em 1996 (Graham et al., 2004). A LMC
provoca ferimentos nos tecidos jovens da planta em que se alimenta,
promovendo aberturas facilitando a penetracdo dos inoculos da bactéria na
planta (Canteros et al., 2000). Bergamin Filho e colaboradores (2000),
analisando as vias de penetracdo das bactérias nas plantas constatou que a
LMC nao é vetora do patégeno, porem facilita sua entrada das unidades
formadoras de colénia na planta, pois as bactérias encontram-se dispersas
pelo “spray” das chuvas e se acomoda na superficie das folhas esperando uma
oportunidade para penetrar e iniciar a colonizacao.
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Figura 1- Ciclo da doenca Cancro Citrico
Fonte: Schubert (2001).

2.5 DISSEMINACAO

O conhecimento da forma como X. axonopodis pv. citri se dissemina é
importante para proceder as recomendacdes de controle, tratamento e
prevencdo de epidemias. O indculo corresponde a células viaveis e infectivas
do patégeno em quantidades suficientes para causar infeccdo (Romeiro, 2000),
dissemina-se gracas a agentes bidticos e abidticos. Os agentes bibticos
correspondem ao homem, insetos, nematéides, animais. Os agentes abibticos
destacam-se os fatores climaticos e metereoldgicos, como chuva, vento e

enxurradas (Romeiro, 2000; Leite Junior, 1990).

Héa ocorréncia de situacdes em que as bactérias se disseminam a
curtas distancias, isto é, disseminando seu inéculo para plantas vizinhas e,

desse modo, propiciando condi¢cdes para que a distribuicdo do in6culo se faca
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a longas distancias, podendo ser de uma propriedade para outra, de uma
regido para outra ou de um pais para outro. Gottwald e colaboradores (1992b;
1989; 2000), em seus trabalhos com epidemiologia do cancro citrico,
verificaram que novas infec¢des ocorriam devido a disseminacédo do patégeno
a longas distancias, dentro de um raio de 580m, apés chuvas seguidas de

ventos fortes.

Malavolta Janior e colaboradores (1983), em seus estudos
relacionados a sobrevivéncia da bactéria no solo, obtiveram como resultados
que a bactéria permanece viavel nas camadas superficiais do solo por pelo
menos 10 dias. Em condi¢des chuvosas sua recuperacdo € maior quando
comparada com periodos secos. Outra forma de sobrevivéncia das bactérias X.
axonopodis pv. citri é na superficie de folhas de ervas daninhas, dispersas
pelas chuvas, tornando-se fontes de indculos para outras plantas sadias

(Carvalho et al., 1983; 1984).

26 CONTROLE

O controle de cancro citrico, como medida curativa na eliminacdo da
doenca inexiste. Para a eliminacdo da doenca é necessario usar métodos de
erradicacdo do cancro, eliminado-se completamente as plantas infectadas por
meio de incineracdo (Leite Junior e Mohan, 1990). A eliminacdo da rebrota,
pulverizagdo de bactericidas nos implementos e nos materiais usados
diretamente no cultivo de areas infectadas. As areas afetadas devem ficar sem
plantio por pelo menos dois anos. Devido ao progresso da doenca em diversas
regides produtoras de citros e sua reintroducdo em regides livres da doenca,
tem levantado davidas quanto a eficiéncia da adocdo exclusiva de medidas
para impedir a introducdo em novas areas e de erradicacdo completa da
doenca em regides onde ela foi introduzida (Leite Junior e Mohan, 1990;

Namekata et al., 1992).

Para iniciar o controle de fitopatogenos algumas medidas sé&o

essenciais, entre elas: métodos de deteccéo de fitopatdgenos, diagndstico em



laboratorio, desinfeccdo e praticas sanitarias, determinacdo da regido onde se
encontra a fonte de indculo, técnicas de remocgdo de arvores contaminadas,
cuidados no transporte e locomocéo, risco nos procedimentos de avaliacéo
(Schubert et al., 2000). Uma alternativa eficiente para o controle € a prevencao
qguando a doenca ja esta estabelecida, para evitar sua posterior disseminacéo
(Carvalho, 1986). As procedéncias das mudas e em quais condigbes estavam
submetidas antes do plantio, deve ser a primeira medida preventiva. As mudas
devem ser sadias e ter sido produzida em viveiros livres do cancro citrico. As
normas e padrdes para producdo de mudas fiscalizadas de citros determinam
que somente as mudas produzidas nestas condicbes podem ser

comercializadas (Leite Junior, 1990; Parana, 1989).

7

A deteccdo da presenca da larva minadora, que é um importante
agente agravante de doencas fitopatogénicas, esta diretamente relacionada
com o aumento da incidéncia do cancro citrico. Este inseto ataca o hospedeiro
causando lesbes em suas folhas frutos e caule. Proporcionando uma das
principais vias de penetracdo da bactéria e conseqientemente de infeccédo de
plantas sadias (Leite Junior e Mohan, 1990; Graham et al., 2004).

A desinfeccdo de equipamentos, roupas, e carros que transitam em
areas onde existem fontes de in6culo correspondem a outra importante medida
de controle do cancro citrico. O material da colheita deve ser tratado com
solucdes bactericidas para evitar a disseminacdo da doenca (Leite Junior e
Mohan, 1990).

Bergamin Filho e colaboradores (2000) mencionaram que a principal
tatica para controlar a doenca em citros esta relacionada ao ciclo da doenca.
Observaram que as folhas apresentam um aumento na susceptibilidade de
50% a 80% em periodos chuvosos e com ventos fortes, correspondendo a
principal forma de disseminacdo da bactéria. As condicdes em que 0s ventos
ultrapassam 8m/s favorecem a disseminacdo dos inoculos da bactéria
(Gottwald et al., 1989, 1992). A presenca da larva minadora de citros facilita a
penetracdo da bactéria nos tecidos, principalmente das folhas, ocorrendo um
escoamento de unidades formadoras de col6nia de bactéria para o interior da
planta. Os sintomas aparecem de 7 a 14 dias ap6s a penetracdo do patdgeno.

Nas condicdes de praticas culturais como as podas, os tecidos ficam
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desprotegidos e a bactéria penetra com facilidade, acarretando a colonizacao e
0S seus sintomas, que comecam a se manifestar a partir de 24 horas
(Bergamin Filho et al., 2000; Gottwald et al., 1989; 1992).

O método para o controle de fitopatbgenos sao quarentenas que
correspondem a estratégias que visam impedir que os patdégenos sejam
introduzidos numa regido ou pais por meio de plantas ou 6rgdos vegetais

infectados (Leite Junior e Mohan, 1990).

Gottwald et al. (2000) constataram que a erradicacdo foi o método de
controle do cancro citrico mais eficaz utilizado nos Estados Unidos, onde ha
mais de trinta anos a bactéria causadora do cancro citrico foi eliminada
(Bergamin Filho et al., 2000; Schubert et al., 2000). Diversos paises adotaram o
método de controle a erradicacdo de plantas afetadas. Na Argentina e Uruguai
além desta opcdo, foram realizadas campanhas de conscientizagdo dos
agricultores (Malavolta Janior, 1983).

Leite Juanior (2000) desenvolveu programas de estudo do controle de
cancro citrico e constatou que o controle quimico com o uso de cupricos é uma
das maneiras eficientes. Outras medidas preventivas muito eficientes no
controle da doenca é o uso de quebra ventos, que sao arvores de grande porte
que funcionam como barreira fisica a passagem de vento e diminuem a
possibilidade de contaminacdo de regides vizinhas as areas infectadas. A
combinacdo de praticas culturais seguras, métodos de prevencdo que
englobam campanhas de conscientiza¢do de produtores e o0 uso de variedades
menos susceptivel a infeccdo do patdgeno, sdo estratégias que eficazmente
previnem o cancro citrico e controlam a doenc¢a no sul do Brasil (Leite Junior e
Mohan, 1990).

Schubert e colaboradores (2000) desenvolveram estudos de
erradicacdo e controle de cancro citrico e observaram que o0 processo de
controle deveria ser integrado com interesses legais, logisticos, econdmicos e

publicos.

Canteros (2000) em pesquisas desenvolvida na Argentina e Paraguai
verificou que chuvas com ventos, alta umidade, temperaturas altas, sao fatores
que favorecem o desenvolvimento do cancro citrico. Por isso, foram

empregadas algumas medidas de controle destes fitopatbgenos, como por
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exemplo, o uso de produtos quimicos principalmente cupricos, que deveriam
ser aplicados em pulverizagbes por periodos espacados, foram tentativas
empregadas para tentar impedir o avanco da doenca. Para potencializar este
efeito do controle foi empregado associadamente o uso de cupricos com

mancozeb, que indicaram resultados mais eficazes e prolongados.

O controle biolégico aplicado com o uso de quebra ventos, bem como o
controle da larva minadora, sdo medidas de controle que correspondem a
baixos custos quando comparados as perdas econb6micas decorrentes dos
periodos de quarentena, 0 que impossibilita novos plantios nestas areas

contaminadas (Bergamin Filho et al., 2000; Namekata et al., 1992).

No Estado do Parana, onde a doenca € endémica, as medidas
preventivas incluem pulverizacbes com bactericidas cupricos para a protecao
das folhagens e dos frutos novos, e o controle da lagarta minadora de citros
com inseticidas ou parasitéides (Leite Junior, 1990).

2.7 INICIADORES ERIC E BOX

Para desenvolver métodos de controle viaveis faz-se necessario o
estudo de novas caracteristicas do patdgeno relacionadas com cultivares ou
populacées em diferentes etapas de desenvolvimento, através informacdes

obtidas pela comparacéao de fitopatdgenos (Ferreira e Gattapaglia, 1995).

Partindo do principio do qual uma regido do DNA pode ser clonada e
sequenciada, a sequéncia pode ser usada para recuperar partes da regido
equivalente em individuos de uma populacao, para estender as analises para o
estudo de diversos aspectos de variagcdo entre individuos especificos de
interesse e desenvolver espécies mais resistentes a doencas fitopatogénicas
(Ferreira e Gattapaglia, 1995).

Cubero e colaboradores (2001) pesquisando métodos de diagndstico
de cancro citrico por PCR, relataram que a qualidade da extracdo do DNA é um
dos principais requisitos para o emprego da reacdo de PCR. A qualidade da

extracdo € uma caracteristica importante para o desenvolvimento de técnicas
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moleculares interferindo em resultados, através da indicacdo de falsos-
verdadeiros. A quantificagcdo dos produtos obtidos da reacdo de PCR
proveniente de tecidos de citros infectados com a bactéria X. axonopodis pv.

citri deve ser padronizada.

Usando PCR, familias de seqtiéncias repetitivas de DNA presente no
genoma de bactérias tém sido utilizadas na caracterizacdo e subdivisdo de
espécies bacterianas ao nivel intraespecifico. Trés familias de sequéncias tém
sido estudadas mais detalhadamente: as sequéncias REP relacionadas ao
potencial regularério da expressdo génica, as sequéncias ERIC que estdo
localizadas na regido intergénica conservada e as sequéncias BOX que estao

na terminacgéao transcrita da DNA girase.

As sequéncias REP denominadas “palindrémicas repetitivas extragénicas”
sdo sequéncias de 35-40pb, possuem um numero de cépias variando entre 500
a 1000pb em Escherichia coli (Gilson et al., 1984). Sabe-se que estas
sequéncias REP estdo distribuidas no genoma de E. coli, Salmonella
typhimurium que foram primeiramente estudadas e presume-se que a presenca
destas sequéncias repetitivas seja comum em muitos procariotos (Versalovic et
al., 1991). Quando estas sequéncias REP estdo presentes no genoma de
organismos podem influenciar na regulacdo do gene operon (Lupski e
Weinstock, 1992). Muito dessa regulacdo é feita em nivel da transcricdo de
genes por proteinas, aproveitando-se do fato de que algumas proteinas
importantes podem ser controladas por alteracbes alostéricas e ligacdes
covalentes reversiveis. As sequiéncias REP foram descritas inicialmente como
sequéncias com potencial regulatério dentro de regides de operons né&o
codificadores em virtude da sua natureza palindrbmica e devido a sua
habilidade de formar estruturas estaveis de “stem-loop” no RNA transcrito
(Versalovic et al.,, 1991). Estas sequéncias REP estdo relacionadas com o
rearranjo dos cromossomos (Gilson et al., 1984), possivelmente relacionadas a
conservacao primaria da sequéncia, conservacao da estrutura palindrémica,
localizagéo e n&o codificagcdo de regides dos genes, inclusdo de sequéncias
transcritas, distribuicdo no cromossomo bacteriano, presenca em diferentes

espécies (Lupski e Weinstock, 1992).
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Outra sequéncia repetitiva de DNA tem sido identificada no genoma de
procariotos como E coli, S.typhimurium e Enterobacteriaceae (Lupski e
Weinstock, 1992). Familias de 124-127pb denominadas “consensuais intergénicas
repetitivas enterobactérias” (ERIC), (Versalovic et al., 1991; Lupski e
Weinstock, 1992). Apresentam um numero de coépias variando entre 30-50pb
em E. coli. Os elementos ERIC maiores que 126pb contém sequéncia central
repetitiva, invertida e altamente conservada, localizada na regido intergénica
(Hulton et al., 1991). Dois mecanismos podem contribuir para o alto grau de
conservacao evolucionaria destes elementos repetitivos: a selecdo natural a
qual pode restringir a variacdo destas sequéncias por representarem locais de
interacdo entre proteinas essenciais e 0 DNA; autopropagacdo de sequéncia
por conservacdo génica com um DNA “egoista” (Gilson et al; 1990). A
localizacdo no cromossomo das sequiéncias ERIC pode apresentar variacdes
em diferentes espécies (Lupski e Weinstock, 1992). A aplicacdo destas
sequéncias repetitivas tem sido utilizada na identificagdo e classificacdo de
organismos gram-negativos pertencentes aos procariotos (Versalovic et al.,
1991; Lupski e Weinstock, 1992).

Estudos baseados na distribuicdo de sequiéncias ERIC, BOX e REP
voltados para a caracterizacdo, identificacdo e diversidade genética de
bactérias, ttm se mostrado como uma ferramenta Gtil para muitas bactérias. El
Tassa e colaboradores (1999) identificaram Pseudomonas syringae pv.

coronafaciens através de ERIC e BOX-PCR.

A biotecnologia proporcionou um avango na citricultura com o
desenvolvimento de novas técnicas para diagnosticar doencas (Roose, 1996) e
com o desenvolvimento da PCR, que se apresenta como uma rapida e eficaz
técnica para a identificacdo de bactérias (Cubero et al., 2001). Os primeiros
primers desenvolvidos para identificacdo das bactérias causadoras do cancro
citrico foram baseados na sequéncia do clone do plasmidio de DNA de
Xanthomonas campestris pv. citri (Hartung et al., 1993). Lee e colaboradores
(1996) desenvolveram estudos para o isolamento do gene rec-A de
Xanthomonas campestris pv. campestris. O gene rec-A presente no genoma
das bactérias representa uma proteina multifuncional envolvida em muitos

processos celulares, em importantes processos metabdlicos e de reproducao.
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A comparacdo das diferencas entre 0s aminoacidos das proteinas
representantes do gene rec-A foi utilizada para a identificacdo de X. campestris

pv. campestris.

Shiotani e colaboradores (2000) desenvolveram pesquisas envolvendo
diferencas de agressividade em racas de X. axonopodis pv. citri, utilizando o
conhecimento a respeito da sequéncia REP e de iniciadores ERIC que mostrou
a presenca de dois grupos relacionados com a agressividade de X. axonopodis

pv. cCitri.

Familias de 154pb denominadas “BOX” e que possuem numeros de
cOpias semelhantes as sequéncias ERIC. Estes elementos parecem estar
envolvidos na ligacdo da DNA girase e terminacdo da trascricdo durante a

replicacdo (Versalovic et al., 1991).

Essas sequéncias repetitivas podem ser um indicativo da estrutura e
evolucdo do genoma bacteriano e sua amplificacdo por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) permite uma rapida avaliacdo da diversidade do
genoma de procariotos e estudos da variabilidade genética de uma populagéo
representativa do patdégeno (Versalovic et al.,, 1991). Esta informacéo, no
entanto pode ser associada a distribuicdo geografica do patégeno no campo e
auxiliar na formacdo de hipGteses a respeito da distribuicdo geografica do
patégeno (Graham et al., 2004).

Cintas e colaboradores (2002) objetivando correlacionar o aparecimento
de trés novas doencas foliares em brocoli, causadas por bactérias, procurou
diferenciar o patégeno através da sintomatologia induzida por caracterizacéo
fenotipica, através dos sintomas da doenca na planta, testes bioquimicos e
através utilizacdo de testes moleculares empregando o iniciador BOX (BOX-
PCR). Alguns trabalhos preliminares conseguiram caracterizar estas bactérias
como Pseudomonas syringae, embora caracterizacbes mais especificas
ficassem incompletas. Neste trabalho foram feitas comparagbes dentro do
patovar P. syringae (P. syringae pv. tomato, P. syringae pv. maniculicola, P.
syringae pv. coronafaciens, P. syringae pv. syringae), pela utilizagdo de BOX-
PCR. Foi observado pouco polimorfismo dentro do patovar P. syringae. Houve
a confirmacdo do aparecimento de um novo patdégeno que infecta crucifera

inclusive brocoli, sendo diferente dos patdgenos testados, posteriormente este
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novo patégeno foi designado P. syringae pv. alisalensis. Para embasar esta
afirmativa foram realizados testes fenotipicos e genéticos (BOX-PCR). Andlises
feitas através das técnicas de rep-PCR e principalmente BOX-PCR tem sido
uma ferramenta usada para distinguir e caracterizar a nivel especifico

facilitando a identificacdo de bactérias fitopatogénicas.

Gent e colaboradores (2004) estudaram uma nova doenca que causou
lesBes necréticas em folhas de feijao em Orion (USA), através da avaliacdo dos
sintomas da doencga, de estudos do progresso da doenca apés inoculagcdo em
plantas sadias, e por comparacdes entre outros isolados da mesma raca de
diferentes regides geograficas. Com o uso de analises fenotipica (utilizacdo de
carbono como substrato, producéo de acidos graxos), e genéticas (RAPD, rep-
PCR e ERIC-PCR) concluindo que se tratava de Xanthomonas, caracterizaram
0 género, a espécie e 0 patovar como Xanthomonas axonopodis pv. alli. O
estudo do DNA desses isolados revelou a existéncia de cinco grandes grupos
genotipicos de Xanthomonas em Orion e um alto grau de diversidade genética

comparados com os isolados de outras regides geogréficas.

Trabalhos envolvendo rep-PCR, com os iniciadores ERIC e BOX foram
empregados para separar e diferenciar racas do patétipo de Xanthomonas, e
estudo da evolucdo da diversidade genética de Xanthomonas axonopodis pv.
citri. Os subgrupos do patétipo foram identificados. Os subgrupos foram
associados com a distribuicdo geografica, baseado na introducdo de cancro

citrico tipo A presente na Flérida (Cubero e Graham, 2002).

O uso de marcadores facilmente detectados por varias técnicas
moleculares tem sido aplicado na determinacdo da variabilidade genética e de
fatores estruturais de populacdes de patdégenos (Jaunet e Wang, 1999). O
emprego de marcadores genéticos foram empregados no estudo de
populacdes de Ralstonia solenacearum raca 1, causadora de severas injarias
em culturas de tomate. Através da realizacdo de RAPD e rep-PCR os autores
constataram que estas técnicas sdo eficientes para revelar o polimorfismo
genético em populacdes de R. solanacearum. Para tentar explicar a larga
variacao genotipica e agressividade relatada nestas populacdes, possivelmente
seja em funcéo da influéncia do estresse ambiental. Com base nos resultados

e na associacao entre variacdo genotipica do patdégeno e a presenca de uma
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interacdo cultivar-especifico, foi constatado que esses estudos de populacdes
baseadas somente nesses marcadores empregados nao é suficiente para um
entendimento da diversidade genética de populacdes de R. solanacearum
(Jaunet e Wang, 1999).

Rep-PCR corresponde a uma técnica que combina a simplicidade do
PCR com RFLP. Empregada no monitoramento da disseminacdo deste
patdogeno, na diferenciacdo de isolados patogénicos e isolados nao
patogénicos. Esta técnica também foi amplamente utilizada para estudo de
genética de populacdo de Magnaporthe grisea, responsavel por causar danos
em culturas de arroz. As observacdes foram desenvolvidas pelas analises de
polimorfismo, detectados por (Pot2) um par de iniciadores especificos (George
et al., 1998).
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3
MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As amostras foram coletadas em pomares comerciais de laranja doce
(Citrus sinensis Obsteck), das variedades Péra, Folha Murcha e Valéncia,
localizados em propriedades nos municipios de Nova Esperanca, Santa Isabel
do Ivai e Florai. Em cada pomar, folhas com sintomas de cancro citrico foram
coletadas de quatro arvores de cada variedade em nessas propriedades,
totalizando trinta e seis amostras. Posteriormente, foram armazenadas
individualmente em saco plasticos, devidamente identificados e levados ao

laboratorio para posterior isolamento da bactéria.

Figura 2- Folhas de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) variedade
“Péra” com sintomas do cancro citrico.
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3.2 ISOLAMENTO

As folhas, com lesdes tipicas de cancro citrico (Figura 2) foram
desinfetadas com hipoclorito de sodio 1% e lavadas em agua destilada, em
seguida as areas lesionadas foram recortadas entre as regides intermediarias
do tecido sadio e do tecido infectado da folha. As amostras de tecido infectado
foram transferidas para um grau no qual se acrescentou 1ml de solucéo salina
(137mM de NaCl, 76mM de Na,HPO,, 25mM de NaH,PO,4.H,O). Com um
pistilo foi feita a maceracdo do material. Em seguida foi realizada a diluicdo em
série, 10" a 10 unidades formadoras de colénias. Embora, foram utilizadas as
diluicdes 10* e 10® unidades formadoras de colénias para a repicagem. O
meio de cultura utilizado foi o Nutriente Agar (NA), (5g peptona, 3g extrato de
carne, 1g NaCl, 159 agar, 1.000ml H,0), autoclavado a 120°C, por 30 minutos,
e transferido assepticamente para placas de Petri devidamente esterilizadas.
Apos a solidificacdo do meio de cultura foi feita a transferéncia com o auxilio de
uma alca bacteriolégica a suspensdo bacteriana das diluicées 10“ e 10, com
2 repeticBes cada. As placas foram invertidas e incubadas a 28°C. As coldnias
bacterianas comecgaram a crescer ap0s 24-48 horas da semeadura. Apés o
isolamento as colonias selecionadas foram repicadas para outras placas
objetivando a purificacdo das coldnias, este processo foi repetido por mais uma
vez (Figura 3). As amostras foram transferidas para tubos de ensaio, servindo

de estoque e foram armazenadas em refrigeragéo.
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Figura 3- Colbnias tipicas de isolamento de Xanthomonas
axonopodis pv. citri.

3.3 PROVAS BIOQUIMICAS

3.3.1 Coloracao de Gram

A coloracao diferencial de Gram objetivou a diferenciagcéo das bactérias
Gram negativas das Gram positivas. Baseados na diferenca da espessura da
parede que envolve a bactéria podemos diferencia-las. A coloracdo de Gram foi
feita com todos os isolados através da colocacdo de uma gota de suspensao
bacteriana sobre uma lamina de vidro e realizado um esfregaco sobre a
superficie e fixado com ar quente. Realizando trés repeticbes para cada
isolado. Colocou-se a solucao de cristal de violeta por um minuto. Lavou-se a
lamina cuidadosamente com agua; adicionou-se a solucdo de lugol por um
minuto e lavou-se a lamina com &gua. A safranina foi adicionada e mantida por
30 segundos e lavou-se com agua. Finalmente foram observadas em
microscépio optico, onde a coloracédo vermelha indica bactérias gram negativas

e coloragdo violeta indica gram positiva (Schaad, 1988; Maringoni, 1995).
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3.3.2 Catalase

O meio de cultura foi preparado acrescentando 3g de extrato de carne,
5g de peptona, 159 de agar, 1000ml de agua destilada. Ap6s a homogeneizacao
do meio de cultura, transferiu-se 5ml do meio de cultura para tubos de ensaio,
que foram autoclavados, e solidificados de forma inclinada. A suspenséo
bacteriana de cada isolado foram semeados em 10 tubos de ensaio, incubados
a 28°C, por dois dias. Adicionaram-se algumas gotas de peroxido de hidrogénio
a 3% (agua oxigenada), sobre a cultura bacteriana desenvolvida em meio de
cultura nos tubos de ensaio. A formacgéo de bolhas de géas indica que a reagao
foi positiva (Schaad, 1988; Maringoni, 1995).

3.3.3 Oxidacao/Fermentacao da Glicose

O método de oxidacdo foi empregado para diferenciar os organismos
com metabolismo oxidativo da fermentac&o de carboidratos. Ultilizou-se o meio
de cultura constituido de 2g de peptona, 5g de NaCl, 0,3g de K,HPO,, 0,03g de
azul de bromotimol, 3g de agar, 1000ml de agua destilada. Acrescentou-se 5ml
do meio de cultura nos tubos de ensaio e foi realizado a autoclavagem, apos
esta etapa, com uma temperatura de 45°C, adicionou-se assepticamente em
cada tubo de ensaio, 0,5ml de solugcdo de glicose a 10%, os tubos foram
deixados na posicdo horizontal para a solidificacdo. Com uma alca
bacteriologica foi realizada a semeadura da suspensdo bacteriana de cada
isolado, através do método da picada, em dez tubos. Em seguida, adicionou-se
3ml de 6leo mineral nos tubos de ensaio e incubou-se a 28°C, por um periodo
de dois dias. A mudanca de coloracdo do meio de cultura para a coloracéo
amarelada indica a producéo de acido. Os organismos fermentativos produzem
acidos nos tubos com e sem 6leo mineral (Schaad, 1988; Maringoni, 1995).
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3.3.4 Hidrélise de Aesculina

Este teste serve para diferenciar os organismos que produzem
fluorescéncia dos que ndo produzem fluorescéncia. Foi preparado um meio de
cultura composto de: 10g de peptona, 1g de aesculina, 0,5g de citrato férrico,
15¢g de agar, e 1000ml de agua destilada. Transferiu-se 5ml do meio de cultura
para tubos de ensaio, que foram autoclavados, e colocamos na posicao
inclinada para a solidificacdo. Em seguida, a suspensdo bacteriana de cada
isolado foram semeadas em dez tubos de ensaio e incubada a 28°C, pelo
periodo de 3 dias. O desaparecimento da fluorescéncia do meio de cultura,
quando observado sob luz ultravioleta, indica reacdo positiva (Schaad, 1988;
Maringoni, 1995).

3.3.5 Liguefacado de Gelatina

O meio de cultura liquefeito indica reacéo positiva, caracterizado pela
producdo de enzimas gelatinase, pelas bactérias. O meio de cultura foi
preparado adicionando 3g de extrato de levedura, 5g de peptona, 120g de
gelatina em 1.000ml de agua destilada e ajustou-se a solucéo para o pH 7.
Transferiu-se 5ml do meio de cultura para dez tubos de ensaio, que foram
autoclavados, e foram colocados em geladeira para solidificacdo. Com uma
alca realizou-se a repicagem da bactéria através de picada, na superficie do
meio de cultura. Os tubos dez tubos contendo os isolados foram incubados a
28°C, durante 7 dias (Schaad, 1988; Maringoni, 1995).

3.3.6 Producéao de Urease

Foi preparado o meio de cultura YS com 0,59 de NH4;H,PO,4, 0,59 de
KoHPO,, 0,2g de MgS0,4.7H,0, 0,016g de vermelho de cresol, 5g de NaCl, 1g
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de extrato de levedura e 900ml de agua destilada. Foi colocado em tubos de
ensaio e foi autoclavado. A seguir foi preparada uma solucdo com 10% de
uréia e esterilizada por filtragem. Apoés a esterilizacdo do meio de cultura, foi
adicionada, assepticamente, 1ml da solucdo de uréia esterilizada. Cada isolado
da bactéria foi repicado em dez tubos de ensaio contendo o meio de cultura, e
a seguir incubados a 28°C durante 5 dias. O aumento de pH faz com que o
meio de cultura contendo uréia fique de vermelho intenso a arroxeado
indicando a atividade da enzima urease (reacdo positiva) (Schaad, 1988;
Maringoni, 1995).

3.3.7 Producdo de Acidos de Carboidratos ou Utilizagdo de Fontes de

Carboidratos

Foi utilizado o meio basal, pH 6,8-7,0 constituido de: 0,59 de
NH4H,PO,4, 0,59 de K;HPO,, 0,2g de MgSO47H,0, 5g de NaCl, 1g de extrato
de levedura, 12g de agar, 7ml de solucédo de bromocresol purpura e 980ml de
agua destilada g.s.p. Uma aliquota de 4ml do meio de cultura para tubos de
ensaio para realizacdo da autoclavagem. Foram preparadas trés solucdes
aqguosas de arabinose, glicose e manose a 2,5% e foram esterilizadas por
fitragem. Apdés a autoclavagem do meio de cultura foi transferido
assepticamente a uma temperatura 45-50°C 1ml da solucédo de arabinose para
dez tubos de ensaio e agitando-os lentamente. Essa etapa foi utilizada para as
diferentes solugcdes aquosas contendo manose e glicose. Os tubos foram
inclinados para solidificacdo do meio de cultura, os isolados das bactérias
foram repicados em dez tubos cada e incubadas a 28°C (Schaad, 1988;
Maringoni, 1995).
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3.4 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Com o auxilio de um palito de madeira retirou-se da placa de Petri
colénias bacterianas, transferindo-as para um microtubo, onde foi acrescentado
567ul de TE. Foi adicionado 30ul de SDS 1% e 3pl de proteinase K 20mg/ml.
Foi realizada a homogeneizacao e foram incubadas a 37°C durante 1 hora. Em
seguida foi adicionada 100ul de NaCl 5M e as amostras foram agitadas. Foi
adicionado 80ul de CTAB 10% em seguir as amostras foram agitadas e
incubadas a 65°C durante 10 minutos. Foi acrescentado 700ul de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, respectivamente), a agitacdo foi feita num
vortex por 40 segundos, posteriormente as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm durante um periodo de 5 minutos. Cuidadosamente foi removida a
fase superior das amostras presentes nos microtubos para outro microtubo
estéril, posteriormente foi adicionado igual volume de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1, respectivamente). Vigorosamente as amostras foram agitadas
e centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos. Este processo foi repetido
varias vezes até a obtencdo de uma interfase clara. O sobrenadante foi
transferido para outro microtubo e em seguida foram adicionados 2 volumes de
etanol 100%. As amostras foram delicadamente homogenizadas e
acondicionadas a —-20°C durante um periodo de 2 horas. Em seguida as
amostras foram submetidas a centrifugacédo a 12.000 rpm. durante 5 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o “pelete” de DNA precipitado foram lavados
com 600ul de etanol 70%, novamente as amostras foram centrifugadas a
12.000rpm durante 5 minutos. Este processo de lavagem do “pelete” de DNA
foi repetido utilizando 300ul de etanol 100% e centrifugado a 12.000rpm
durante 5 minutos. A secagem das amostras contendo os “peletes” de DNA foi
realizada invertendo os microtubos em papel toalha por 15 minutos. Finalmente

as amostras foram redissolvidas em 50ul de 1/10 de T.E. RNAse.
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3.5 QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

Para a quantificacdo do DNA foi utilizado um gel de agarose a 0,8% em solucao
de TAE 1X (0,04 M tris-acetado, 1mM EDTA). Corado com brometo de etidio
(0,5 ng/ml). A quantidade do DNA foi avaliada com base na presenca ou
auséncia da intensidade do arrasto no gel, apos a corrida eletroforética, em gel
de agarose, através da comparacao com DNA de Lambda nas concentracdes de
25ng, 50ng e 100ng. A corrida eletroforética se deu sob tampdo TAE a 90%

durante 1 hora.

3.6 AMPLIFICACAO VIA PCR PARA A IDENTIFICACAO DE XAC

O DNA obtido na extracao foi padronizado a concentracdo de 10ng de
DNA/ul. As reacBes de amplificacdo foram preparadas em volume final de 25pl.
O mix foi composto de agua, tampao T10X (200mM tris HCI pH 8,4; 500mM
KCI), 1,54mM MgCl, 0,2mM de dNTPs, de 15ng dos iniciadores wap-a e rec-j,
1,5 unidades de Taqg polimerase, 50ng de DNA da amostra. Os primers wap-a e
rec-j foram cedidos pelo Dr. Helvécio Della Coletta Filho, pesquisador do

Centro Apta Citros Sylvio Moreira.

As amplificacBes das amostras foram programadas para 36 ciclos de 1
minuto a 92°C, 1 minuto a 52°C, 2 minutos a 72°C e 10 minutos de extensao a
72°C em termociclador Eppendorf. Os produtos da amplificacdo foram
separados por eletroforese, utilizando gel de agarose a 1,5%, contendo
brometo de etidio a 5ugml. A corrida foi realizada a 90V por um periodo de 3
horas, em tampao TAE 1X. Foram aplicados na canaleta 5ul da amostra mais
2ul do tampéo de carregamento. Como padrao foi utilizado ladder 1kb. A
visualizacdo das bandas foi realizada sob luz ultravioleta e captada em

aparelho de fotodocumentacdo GDS 8000 Systen, UVP Bioimagem systens.
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3.7 REACAO BOX-PCR

A reacéo foi preparada para um volume final de 25ul contendo tampéao
T10 X (200 mM tris HCI pH 8,4; 500 mM KCI), 1,54 mM MgCl, 0,2mM de
dNTPs, de 90 ng do primer BOX-A1R (CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC
G), 1,5 unidades de Taqg polimerase, 50ng de DNA da amostra. A reacao de
cadeia da polimerase baseou-se na repeticdo de trés etapas: desnaturacéo
95°C por 7 minutos, anelamento 52°C por 1 minuto, extensdo 65°C por 8
minutos. Este ciclo foi repetido 36 vezes, acrescidos de 15 minutos a 65°C para
a extensdo final. Os produtos da amplificacdo foram separados por
eletroforese, utilizando gel de agarose a 1,5%, contendo brometo de etidio,
5ugul. A corrida foi realizada a 80V por um periodo de 3 horas, em tampé&o
TAE 1X. Foram aplicados na canaleta do gel 10ul da amostra mais 2ul do
tampédo de carregamento, juntamente como o marcador de peso molecular
Ladder 1kb (invitrogem, DNA ladder 1mg/ml). A visualizacdo das bandas foi
realizada sob luz ultravioleta. Capturado no aparelho de fotodocumentacao
GDS 8000 System, UVP Biolmaging systems.

3.8 REACAO ERIC-PCR

A reacéo foi preparada para um volume final de 25ul contendo tampéao
T10 X (200 mM tris HCI pH 8,4; 500 mM KCI), 1,54mM MgCl, 0,2mM de
dNTPs, de 120ng do primer ERIC-1 (CAC TTA GGG GTC GAA TGT A), 120ng
do primer ERIC-2 (AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G),1,5 unidades de
Taq polimerase, 50ng de DNA da amostra. As amostras foram colocadas em
um termociclador, Eppendorf. Programada para as seguintes condicdes:
desnaturacao 94°C por 7 minutos, anelamento 55°C por 1 minuto, extensao a
72°C por 8 minutos. Este ciclo foi repetido 36 vezes, acrescidos 15 minutos a
72°C para a extensao final. Os produtos da amplificacdo foram separados por
eletroforese, utilizando gel de agarose a 1,5%, contendo brometo de etidio,

5ug/ml. A corrida foi realizada a 80V por um periodo de 3 horas, em tampéo
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TAE 1X. Foram aplicados na canaleta do gel 10ul da amostra mais 2ul do
tampédo de carregamento, como padrao foi utilizado o marcador de peso
molecular Ladder 1kb. A visualizacdo da amplificagcdo foi realizada sob luz
ultravioleta. Capturado no aparelho de fotodocumentacdo GDS 8000 System,

UVP Biolmagem systems.

3.9 ANALISE DOS DADOS

Os fragmentos de DNA de Xanthomonas axonopodis pv. Ccitri
representados nos géis de agarose foram avaliados como presentes (1) ou
ausentes (0) para produzir uma matriz de dados binarios. O coeficiente de
Jaccard foi calculado para avaliar a similaridade genética e UPGMA
(unweighted pair — group method with arithmetic averages) que foi empregado

para agrupar os isolados.
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4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Os isolados de Xanthomonas axonopodis pv. citri foram provenientes
do isolamento de trinta e seis amostras de areas plantadas com trés
variedades comerciais de citros: Péra, Valéncia e Folha Murcha, de trés
regides geograficas localizadas no noroeste do Estado do Parana. Conforme
Tabela 1. Os isolados foram armazenados, sob refrigeracdo, em tubos de

ensaio com o meio de cultura agar-nutriente.

Tabela 1- Locais das coletas dos isolados de Xanthomonas axonopodis pv. citri de
variedades de laranja doce (Citrus sinensis Obsteck) de pomares de citros
do Noroeste do Estado do Parana.

Local Variedade N° dos isolados
Folha Murcha 02,11,17e 22
Nova Esperanca Valéncia 48, 49, 55 e 59
Péra 56, 62, 65 e 68
Folha Murcha 97, 195, 262 e 378
Florai Valéncia 43,57, 67 e 99
Péra 95, 410, 413 e 418
Folha Murcha 70,73,74e 77
Loanda Valéncia 80, 82,89e91
Péra 93, 95, 96 e 407

4.2 PROVAS BIOQUIMICAS

A utilizacdo de métodos tradicionais para a identificacdo de
fitopatdgenos, tornou-se um meétodo simples e muito empregado. Neste

sentido, o uso de provas bioquimicas foi empregado no presente trabalho para
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identificacdo de bactérias fitopatogénicas e posterior confirmacdo de representantes

do grupo das X. axonopodis pv. citri. Como podemos verificar pelos resultados

obtidos na consulta da Tabela 2.

Tabela 2- Provas bioquimicas

realizadas para identificacdo dos

isolados de

Xanthomonas axonopodis pv. citri obtidos de pomares comerciais da
regido Noroeste do Estado do Parana.

Isolados

Provas

Bioquimicas

Gram Catalase Oxidac¢ao

Hidrélise
Aesculina

Liquefacao
Gelatina

Urease

Arabinose Glicose

Manose

02
11
17
22
43
48
49
55
56
57
59
62
65
67
68
70
73
74
77
80
82
89
91
93
95
95
96
97
99
195
262
378
407
410
413
418

1
+

1
+++++++ A+ A A A+ o+ o+

+

++++++++ A A A+ o+

+

+++++ A+ A A A A A+ 4

1
+

1
R T T S S T T T T S T i o S S S e S S
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4.2.1 Coloragcao Gram

A avaliacdo deste teste foi feita pela observacdo ao microscopio optico
das células bacterianas apresentando todos isolados a coloracdo vermelha,

tratando-se de células bacterianas gram negativas.

Os resultados das provas bioquimicas observados na Tabela 2
confirmam a ocorréncia de bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas

nos isolados submetidos aos mesmos testes.

4.2.2 Catalase

A formacéo de bolhas de gas observada apos a adicao de peroxido de
hidrogénio a 3% nos tubos de ensaio contendo as suspensdes bacterianas,

indicaram que as reacdes foram positivas (Tabela 2).

4.2.3 Oxidacao/ Fermentacao da Glicose

Através da visualizacdo deste teste foi notada a mudanca de coloracdo
do meio de cultura para amarelo. Os organismos fermentativos produzem
acidos a partir da glicose. Para todos os isolados a reacdo foi considerada
positiva, portanto havendo a mudanca de coloracdo do meio de cultura, para
amarelo, indicando a producdo de acidos pelos organismos fermentativos
(Tabela 2).
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4.2.4 Hidroélise da Aesculina

A avaliacdo das amostras contendo as suspensfes bacterianas
submetidas a este teste, observadas sob luz ultravioleta, foi caracterizada pelo
desaparecimento da fluorescéncia do meio de cultura, indicando a reacéo

como positiva (Tabela 2).

4.2.5 Liquefacao da Gelatina

A reacao das amostras neste teste foi considerada negativa, uma vez
que as bactérias ndo produziram a enzima gelatinase, que torna o meio

liquefeito (Tabela 2).

4.2.6 Producao de Urease

Neste teste a reacdo foi considerada negativa, considerando-se que
nao houve atividade da enzima urease, pois ndo se observou o aumento do
pH, que muda a coloracdo do meio de cultura, contendo uréia, para vermelho

intenso a arroxeado (Tabela 2).

4.2.7 Producdo de Acidos de Carboidratos ou Utilizacdo de Fontes de

Carboidratos

As amostras neste teste foram consideradas positivas pela presenca
da coloracdo amarela no meio de cultura, indicando a formacéo do acido a
partir da fonte de carboidrato adicionada. Quando foi adicionado arabinose,

como fonte de carboidrato ao meio de cultura contendo a suspenséao
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bacteriana, ndo foi observado a coloracdo amarelada, indicando a reacao
negativa. Isto € devido a ndo formacao de &cidos pelas bactérias, a partir da

arabinose.

A adicéo de glicose como fonte de carboidrato ao meio de cultura,
tornou 0 meio de cultura amarelo, indicando a reagéo positiva portanto havendo

a producédo de acidos pelas bactérias.

A adicdo de manose como fonte de carboidrato ao meio de cultura ndo
mudou sua coloracdo para amarelo, indicando a reacdo negativa,

conseguentemente ndo havendo a formacao de acidos pelas bactérias (Tabela 2).

4.3 REACAO PARA QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

Na Figura 4, abaixo é visto o resultado da extracdo do DNA de alguns

isolados de X. axonopodis pv. citri.

so o I

Figura 4- Gel de agarose com a linha 1= A 25ng, linha 2= X 50ng, linha
3= A 100ng, linhas 4 a 8 = isolados 49, 62, 70, 407 e 56,
respectivamente.
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4.4 REAGCAO PARA IDENTIFICACAO DE Xanthomonas axonopodis pv.

citri

O Dr. Helvécio Della-Colleta Filho, pesquisador do Centro APTA Citros
Sylvio Moreira, desenvolveu um par de iniciadores (“primers”) com a finalidade
de identificacdo de X. axonopodis pv. citri (patétipo A) sendo que a seqiiéncia
dos mesmos encontra-se submetida a publicacdo. As identificacbes dos
isolados obtidos foram conduzidas por PCR com a utilizagcdo desses “primers”
objetivando a confirmacdo dos resultados obtidos na realizagdo das provas
bioquimicas. Em todos os 36 isolados visualizou-se uma banda de
aproximadamente 506pb em gel de agarose, sugerindo tratar-se de X.

axonopodis pv. citri.

M C 49 413 99 56 95 410 77 418 89 407

Figura 5- Gel de agarose com a linha M= marcador com 1kb,
linha 2= controle negativo, linha 3 a 12= isolados 49,
413, 99, 56, 95, 410, 77, 418, 89 e 407,
respectivamente.
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4.5 VARIABILIDADE GENETICA ATRAVES DE BOX-PCR

A variabilidade genética de X. axonopodis pv. citri, utilizando-se os
iniciadores BOX-PCR, foi baseada nos resultados das analises obtidas pela

visualizagao de bandas em gel de agarose.

O dendrograma construido com base nos iniciadores BOX aplicados
aos isolados deste estudo, demonstrou um coeficiente de similaridade superior
a 69%.

No subgrupo 1, os isolados 49 e 62, provenientes de Nova Esperanca,

o isolado 70 provenientes de Loanda e o isolado 407, proveniente de Florai.

Os isolados 43, 195 e 378, originados de amostras provenientes da
localidade de Florai, com os isolados 56 e 65, oriundos de Nova Esperanca e o

isolado 95, proveniente de Loanda formaram o subgrupo 2.

O subgrupo 3, foi constituido pelos isolados 2, 11 e 48, originados de
amostras de Nova Esperanca, os isolados 74 e 93, provenientes de Loanda e o

isolado 97, oriundo de Florai.

Os isolados 17, 22, 55 e 59, oriundos de Nova Esperanga, com 0s
isolados 73, 80, 82 e 91, provenientes de Loanda, mais os isolados 57 e 67,

oriundos de Florai formaram o subgrupo 4.

O subgrupo 5, foi constituido pelos isolados 95, 410 e 418,

provenientes de Florai e o isolado 89 proveniente de Loanda.

Os isolados 99, 262 e 413, provenientes de Florai com o isolado 77 de

Loanda formaram o subgrupo 6.

Foi observado um predominio na composi¢cao dos subgrupos 1 e 5 de
isolados obtidos de amostras da variedade Péra, independentemente do local

de coleta das mesmas.

Nos subgrupos 3 e 6 foi observado um predominio dos isolados obtidos

da variedade Folha Murcha.

O subgrupo 4 apresentou maior numero de isolados provenientes de

amostras da variedade Valéncia.
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Figura 6- Dendrograma dos isolados de X. axonopodis pv. citri, determinado por BOX-
PCR.

Foi possivel observar que os isolados 91 e 73 ambos provenientes do
municipio de Loanda, com variedades diferentes de laranja doce, apresentaram
um indice de similaridade de 94,9%. Comparados com os isolados 195 e 378
que pertencem a regido de Florai, oriundos da mesma variedade Folha
Murcha, apresentaram um indice de similaridade 87,2%. O isolado 68 ficou
separado dos demais isolados, portanto podemos concluir que este difere dos

demais isolados.

Segundo Roose (1996) a identificacdo correta de patdégenos e a
possivel utilizacdo na formacao de colecdes que poderdo servir como bancos
de germoplasmas para o estudo da diversidade genética, bem como para o
entendimento da origem e evolucdo destes patdgenos.
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Figura 7- Geis de agarose (A e B) com os isolados de X axonopodis pv. citri,
determinado por BOX-PCR

Os resultados obtidos neste experimento indicam a existéncia de
variabilidade genética entre os isolados de Xanthomonas axonopodis pv. citri,
Kim e colaboradores (2001), encontraram variabilidade genética em isolados
de Bacillus anthracis usando iniciadores BOX e ERIC. Da mesma forma,
Cubero e Graham (2002), conseguiram identificar a formacdo de subgrupos
relacionados com a distribuicdo geografica de X. axonopodis pv. citri, no
Estado da Florida, EUA. George e colaboradores (1997) agruparam em trés
grupos, baseados na distribuicdo de Xanthomonas oryzae pv oryzae no

sudoeste da Asia.

Zavaglia e colaboradores (2000) trabalhando com a caracterizacao de
racas de Bifidobacteria através do uso de iniciadores BOX obtiveram como
resultado a formacédo de dois grupos e varios subgrupos. Sugeriram a partir

destes resultados alteracbes na taxonomia de Bifidobacterium. Estes
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pesquisadores destacam as vantagens de se trabalhar com metodologias
empregando andlises de genoma baseados na reacdo de PCR, e somente um
iniciador (primer) é necessario para se obter resultados especificos e

satisfatorios das espécies submetidas a estes analises.

Alvarez (2004) afirmou em seus estudos de deteccéo e diagndstico de
doencas bacterioldgicas que, embora os métodos baseados no estudo do DNA
ndo se deve substitui-los por testes tradicionais. Coincidindo com o trabalho
desenvolvido nesta dissertacdo, onde se iniciou com 0 uso dos testes
bioquimicos para identificacdo de X. axonopodis pv. citri, confirmado-se pelo
uso de iniciadores especificos desenvolvidos com base no DNA do genoma

bacteriano dessa espécie.

Muitas espécies de bactérias apresentam uma complexa divisdo em
subpopulagcdes e outras apresentam dificuldade na formacdo destas
subpopulacdes ou, ainda, dificuldade na identificacdo destas variabilidades
(Alvarez, 2004). Baseados nesta afirmacao e levando em consideracdo que o
uso de iniciadores especificos apresenta 95% de concordancia com outros
testes na identificacdo de bactérias, mas PCR talvez possa identificar como
sendo positivas amostras negativas. Neste sentido algumas interferéncias
devem ser consideradas como possibilidades de ocorréncia no presente

trabalho, o que dificultou as analises dos dados obtidos.

Cubero e Graham (2002) desenvolveram iniciadores (primer) para
identificar X. axonopodis pv. citri, patotipo A. Estes iniciadores foram baseados
em diferentes sequéncias das regides ITS e no gene pthA. O uso de rep-PCR
com os iniciadores ERIC e BOX foi usado para identificar a origem geogréfica

de racas do patdgeno incidente na Flérida.

4.6  VARIABILIDADE GENETICA ATRAVES DE ERIC-PCR

A variabilidade genética de X. axonopodis pv. citri, pela utilizacao do

iniciadorERIC-PCR nas condicBes analisadas nao apresentaram resultados

satisfatorios, por isso este motivo ndo foram descritos neste trabalho.
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5
CONCLUSAO

- As provas bioquimicas utilizadas foram eficientes na identificacdo de

isolados de Xanthomonas axonopodis pv. citri.

- Houve uma alta correlacédo entre os resultados obtidos através das
provas bioquimicas e com os resultados obtidos através dos iniciadores

especificos para identificacdo de Xanthomonas axonopodis pv. citri patétipo A.

- Os iniciadores BOX-PCR mostraram a existéncia de variabilidade

genética entre os isolados de Xanthomonas axonopodis pv. citri.

- Foi possivel visualizar correlacdo entre os grupos de isolados
definidos pelos marcadores moleculares com a origem geografica e com a

variedade do hospedeiro de onde foram obtidos esses isolados.
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