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RESUMO

As bactérias ambientais desenvolvem multiplas relagdes ecoldgicas com as plantas, desde a
fitopatogenia até a promocgao do crescimento vegetal. Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas)
¢ uma bactéria ambiental, ndo cultivavel por ser um patégeno intracelular obrigatério. Nos
citros, CLas ¢ o agente etiologico da doenca Huanglongbing (HLB), um flagelo que causa
impactos significativos aos produtores desta importante commodity agricola. A contaminacgao
das plantas ocorre via hospedeiro invertebrado, o psilideo Diaphorina citri. Apesar de
amplamente conhecida quanto aos seus efeitos devastadores nos citros, o0 manejo do HLB ¢
feito majoritariamente por praticas que visam conter o contagio ou a dispersao do vetor, uma
vez que pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que possibilitem o controle da infecgao
ap6s a colonizagdo da planta. Nos ultimos anos, a popularizacio dos métodos de
sequenciamento de reads longos tornou possivel a obtengdo de genomas montados a partir de
metagenomas (MAGs) de qualidade superior. Desde entdo, anélises bioinformatica de MAGs
de varias espécies de Candidatus Liberibacter em associagdo com genomas da espécie
cultivavel Liberibacter crescens estao desvendando aspectos sobre a biologia e evolucao deste
elusivo grupo de procariotos. Apesar dos avangos, nenhum estudo se aprofundou nas
caracteristicas genomicas populacionais do principal fitopatdogeno do grupo, a bactéria CLas.
Os dados genomicos obtidos a partir do NCBI totalizou um dataset de 179 assemblies, destes,
37 estao presente no RefSeq e 142 no GenBank. A anotagdo dos genes foi feita pelo software
Bakta. A partir dos genomas do RefSeq foi determinado o pangenoma da espécie, no qual
identificou-se a presenca de 1252 genes, nos quais 944 estdo presentes no core e 308 sdo
acessorios. Essas informagdes possibilitaram a reconstru¢do da arvore filogenética desses 37
assemblies, realizada por maxima verossimilhanca a partir dos SNPs do core genoma. A
tentativa de uma estrutura de populagdo ndo forneceu uma arvore filogenética de confianca,
feita a partir dos SNPs dos grupos ortdlogos dos assemblies do RefSeq junto com os do
GenBank. Por isso, foi obtido um esquema alélico de core genoma (cgMLST) e uma Minimal
Spanning Tree que revelou trés grupos clonais bem delineados. Os resultados obtidos
contribuem para o entendimento da estrutura gendmica de Candidatus Liberibacter asiaticus e
fornecem subsidios para futuros estudos comparativos e evolutivos.



ABSTRACT

Environmental bacteria develop multiple ecological relationships with plants, ranging from
phytopathogenesis to plant growth promotion. Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) is an
environmental bacterium that is unable to be cultivated due to its obligate intracellular lifestyle.
In citrus, CLas is the etiological agent of Huanglongbing disease (HLB), a scourge that causes
significant impacts to producers of this important agricultural commodity. It infects plants via
an invertebrate host, the psyllid Diaphorina citri. Although HLB is widely known for its
devastating effects on citrus, it is mostly managed through practices aimed at containing the
infection or dispersal of the insect vector as little is known about the molecular mechanisms
involved in the plant infection. In recent years, due to the popularization of long-read
sequencing methods, it has become possible to obtain high-quality metagenome-assembled
genomes (MAGs). Since then, bioinformatic analyses of MAGs from different Candidatus
Liberibacter species, along with genomes from the culturable species Liberibacter crescens, are
unraveling aspects of the biology and evolution of this elusive group of prokaryotes. Despite
these advances, no study has addressed the population genomics features of the group's major
phytopathogen, the CLas bacterium. Genomic data obtained from NCBI totaled a dataset of 179
assemblies, of which 37 were from RefSeq and 142 from GenBank. Gene annotation was
performed using the Bakta software. From the RefSeq genomes, the species’ pangenome was
determined, in which 1,252 genes were identified, of which 944 are present in the core and 308
are accessory. This information enabled the reconstruction of the phylogenetic tree of these 37
assemblies, performed by maximum likelihood based on SNPs from the core genome. The
attempt to infer a population structure did not yield a reliable phylogenetic tree, generated from
SNPs of orthologous groups of the RefSeq assemblies together with those from GenBank.
Therefore, a core genome allelic scheme (cgMLST) and a Minimal Spanning Tree were
obtained, which revealed three well-defined clonal groups. The results obtained contribute to
the understanding of the genomic structure of Candidatus Liberibacter asiaticus and provide
support for future comparative and evolutionary studies.
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1. INTRODUCAO

1.1 Citricultura e Huanglongbing

A citricultura ¢ uma das cadeias agricolas mais relevantes do mundo, que movimenta
bilhdes de dolares anualmente sustentando economias locais em regides tropicais e
subtropicais. Laranjas, limdes, tangerinas bem como pomelos estdo entre as frutas mais
produzidas e comercializadas globalmente, constituem fonte essencial de renda agricola,
emprego rural, além disso, matérias-primas para as industrias de sucos, aromas assim como
cosméticos. A producdo mundial concentra-se principalmente em paises como Brasil, Estados
Unidos, China, India e México, que juntos respondem pela maior parte do mercado global de
frutas citricas bem como derivados (Barbieri et al., 2023). Porém, a ampla distribui¢ao
geografica das culturas associada a baixa variabilidade genética dos cultivares tornam o setor
altamente vulneravel a doengas de dificil controle, como o Huanglongbing (HLB), que ameaga
a sustentabilidade econdmica e ambiental da citricultura em escala global.

Nos Estados Unidos, o HLB provocou queda drastica na producgdo e na area citricola,
especialmente na Florida, onde a producdo de laranja caiu 90% desde o descobrimento da
epidemia neste pais em 2005 até 2022 (Graham et al., 2024). Na China, o HLB também teve
impacto massivo: estudos junto com levantamentos regionais registram a remog¢ao de milhdes
de arvores infectadas em provincias como Guangxi e Gannan (Liu et al., 2024). No Brasil, o
agronegdcio possui um papel fundamental na balanca comercial do pais, o Produto Interno
Bruto (PIB) das atividades agricolas foi de R$ 2,45 trilhdes em 2024 (Barros et al., 2024).
Dentre as commodities agricolas, a citricultura possui destaque, segundo o relatorio do United
States Department of Agriculture, a produgdo global de laranjas na safra de 2019/2020 foi
estimada em 47,5 milhdes de toneladas, das quais aproximadamente 15,1 milhdes foram
provenientes do Brasil, o que confere ao pais o status de maior produtor global de laranjas
(USDA, 2025). Os principais estados produtores sdo Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais (Figura
1), segundo um levantamento feito pelo IBGE (2025) esses estados produziram mais de 24

milhdes de reais em 2024, com a maior produgdo desde os ultimos 4 anos.
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Figura 1. Mapa da produgdo de laranja - valor em reais

205 -4.287 6.818 - 13.986 14.176-54.121 98.834 - 573.685 718.593 - 22.245.499 Sem informagao
G

Legenda. Mapa do Brasil indicando o valor da produgdo de laranjas no Brasil por Estados em 2024.
Fonte: IBGE (2024)

O HLB, amplamente conhecido como Greening foi descrito como fitopatologia em
1919 na China, seu nome significa “doenga do ramo amarelo” (Figura 2). No Brasil, a doenga
passou a ganhar notoriedade ap6s a primeira identificagdo de Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas) em 2004, por meio de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em folhas de Citrus
sinensis cvs. Hamlin e Valencia obtidas em Araraquara — SP (Coletta-Filho et al., 2004).
Subsequentemente, 208 municipios dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Parana
notificaram a ocorréncia da doenga, o que prontificou o Fundo de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus) a desenvolver programas direcionados ao combate do HLB, por meio de servigos
gratuitos de diagndsticos por PCR, campanhas de conscientizagdo, otimizagao de estratégias de
manejo de citros e controle do inseto vetor de acordo com a Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de Sdo Paulo (SAO PAULO, 2023). O incremento do esfor¢o de

diagnostico mostrou aumento na proporg¢ao de plantas infectadas com CLas (Lopes et al., 2009).
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Figura 2. Laranja com a doenga HLB

Legenda. Laranja contaminada com Candidatus Liberibacter asiaticus, manchas amareladas por sua
casca. Fonte: Jornal Ibia, 2022

O HLB atualmente é encontrado nos estados do Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parand, Santa Catarina e Sdo Paulo; o que o torna uma preocupacao nacional e que prontificou
a publicagdo de uma portaria da Secretaria de Defesa Agropecuaria do Ministério da
Agricultura e Pecudria (BRASIL, 2025). A portaria N° 1326 institui o Programa Nacional de
Prevencdo e Controle do HLB (PNCHLB) que ¢ em esséncia um programa fitossanitario. O
documento caracteriza os agentes etiologicos desta como CLas e Candidatus Liberibacter
americanus. Além disso, a portaria estabelece quatro eixos principais de a¢do: i. controle dos
estabelecimentos fornecedores de mudas de plantas hospedeiras, ii. inspegdes fitossanitarias em
imoéveis rurais e iii. monitoramento do inseto vetor em areas de risco, iv. restri¢cdes de transporte
e manejo de Murraya paniculata (popularmente conhecida como murta-de-cheiro).

O primeiro eixo institui que os viveiros e fornecedores de material de propagagao devem
cumprir exigéncias rigorosas de cadastro, rastreabilidade e verificagcdo periodica, de modo a
assegurar que as mudas comercializadas estejam livres das bactérias causadoras do HLB. J4 no
segundo, o foco ¢ nas propriedades rurais que cultivam plantas-hospedeiras, a norma exige
inspecdes regulares, com a obrigacao de identificar e remover plantas com sintomas suspeitos
e a manutengao de cadastro georreferenciado para controle sanitario mais eficaz. Ja o terceiro
eixo almeja o monitoramento do inseto vetor em areas de risco (com infec¢do ativa para o HLB)

e que Unidades Federativas sem registro mantenham levantamento anual do vetor Diaphorina
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citri em zonas consideradas de risco, com ampla cobertura geografica e sistema de armadilhas
para captura e analise do inseto. Por fim, o quarto eixo restringe o transporte ¢ o manejo de
Murraya paniculata, com proibicdo ou limitagdo de seu transporte interestadual ou
intermunicipal nas areas com HLB ativo, devido ao uso desta planta ornamental como
hospedeira alternativa de D. citri, o que pode contribuir para a propagacao da doenca (Lestiyani
et al., 2024).

O monitoramento e prevengao sao importantes pois os sintomas caracteristicos do HLB
tardam meses a aparecer, entre estes sao estdo a formagdo de manchas nas folhas denominado
padrdo mosqueado clorotico, perda de folhas, tamanho assimétrico dos frutos, o que afeta o
sabor e a textura, além da queda prematura, o que causa expressiva redu¢do na produtividade e
na qualidade dos frutos; além disso, o florescimento fora da época e pode levar a planta a morte
(Nehela; Killiny, 2020). Desde 2016, bactericidas contendo oxitetraciclina sdo utilizados em
aplicagdo floria via spray como forma de controle da infec¢do (Li et al., 2019), mais
recentemente, tratamentos injetaveis também estdo sendo testados (Roldan; Stelinski; Pelz-
Stelinski, 2025).

A infecgdo da bactéria na planta pode ocorrer pela enxertia de tecidos infectados, porém
a via principal € pelo vetor psilideo D. citri, um inseto da ordem Hemiptera, comumente
chamado de Psilideo-asiatico-dos-citros (Figura 3), a contaminacao ocorre quando o vetor se
alimenta do floema da planta hospedeira, ha preferéncia pelas folhas mais jovens pois ¢ onde
ocorre a alimentagdo e reproducdo desse inseto (Carmo-Sousa; Cortés; Lopes, 2020). D. citri
se desenvolve e reproduz em climas tropicais e subtropicais, apesar disso, um experimento
conduzido demonstrou que os insetos adultos conseguem sobreviver a temperaturas mais
baixas, essa sobrevivéncia explica a sua ampla distribuicdo geografica (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2021). O primeiro registro de D. citri ocorreu na China em 1934 (Wu
et al., 2025). No Brasil, a primeira descri¢ao deste inseto ocorreu em 1942 (Costa Lima, A. M.,
1942), atualmente, a maior densidade populacional do psilideo foi encontrada em municipios
da Bahia, em contrapartida, nos pomares dos estados do Amazonas e Pard, que ndo sdo
endémicos para o HLB, este inseto vetor ndo foi reportado até o momento (Noronha et al.,

2019).
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Figura 3. Diaphorina citri

Legenda. Diaphorina citri, inseto vetor da doenga HLB em cima de um ramo de planta. Foto: Nilton

Fritzons Sanches. Fonte: Revista Cultivar (2025) Embrapa, 2018

No psilideo, CLas se aloja no interior de enterocitos, onde induz a formagdo de
corpusculos associados ao reticulo endoplasmatico. Esses corpos intracelulares fundem-se a
vacuolos contendo as bactérias endocitadas, o que produz compartimentos modificados que
favorecem a replicacdo bacteriana. Esse processo também provoca alteracdes na organizagao
do nucleo e na arquitetura geral das células epiteliais do intestino do inseto (Ghanim et al.,
2017). Interessantemente, a biologia celular da infec¢do de CLas em citros ¢ distinta da
observada em Candidatus Liberibacter solanacearum com seu hospedeiro psilideo (Bactericera
trigonica), visto que esta ultima bactéria induz autofagia dos enterocitos a partir da interacao
dos corpusculos (Sarkar; Jassar; Ghanim, 2023); o que indica diversidade entre os mecanismos

de patogénese intracelular no ambito do complexo Candidatus Liberibacter.

1.2 Genomica de fitopatéogenos

A gendmica ¢ uma ferramenta importante no estudo da biologia de fitopatdégenos
bacterianos, pois permite a compreensao detalhada dos mecanismos de adaptagdo, viruléncia e
interacdo dos fitopatogenos com os hospedeiros vegetais. O sequenciamento e a andlise
comparativa de genomas podem revelar genes e ilhas genéticas associadas a patogenicidade,
resisténcia a estresses e capacidade de colonizagdo, além de fornecerem subsidios para a

identificacdo de marcadores moleculares e alvos para controle biotecnolégico (Goss, 2015;
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Nizamani et al., 2023). Esses avancos possibilitam a reconstru¢do de rotas metabolicas,
monitoramento de variantes emergentes € o entendimento das bases genéticas de fendtipos
relevantes, como especificidade de hospedeiro e evasao da resposta imune vegetal.

Analises comparativas mostraram que alguns isolados do fitopatogeno de rosaceas,
Erwinia amylovora, possuem o sistema de secregao tipo IV (T4SS) codificados por plasmideos,
os quais podem contribuir para a transferéncia horizontal de genes e modular a interacdo com
a planta hospedeira (Parcey et al., 2020). Além disso, multiplos sistemas de secre¢ao estdao
envolvidos na viruléncia de fitopatdégenos, incluindo o sistema tipo III (T3SS), essencial para a
injecdo de efetores que suprimem respostas de defesa da planta, e o tipo VI (T6SS), associado
a competi¢do bacteriana e colonizagdo epifitica (Filloux, 2022). O genoma de E. amylovora
também abriga ilhas de patogenicidade, genes de sintese de exopolissacarideos como ams e lev,
e reguladores de quorum sensing, que atuam para a formacgao de biofilmes e desenvolvimento
dos sintomas caracteristicos da doenca do fogo-bacteriano (Rezzonico et al., 2024). Analises
comparativas entre cepas de diferentes hospedeiros e regides geograficas indicam variagdo
significativa em plasmideos e elementos modveis, sugerindo que a plasticidade gendmica
desempenha papel central na adaptacao e evolugdo desse fitopatdogeno.

Outro grupo complexo de fitopatdogeneos, o género Xanthomonas, alberga multiplas
espécies capazes de infectar cana-de-actcar, feijao, mandioca, repolho, banana, frutas citricas,
tomate, pimenta e arroz. Neste género, as mais de 35 espécies se agrupam em subespécies ou
patovares, com ampla diversidade gendmica (Okoh et al., 2024). Xanthomonas citri pv. citri é
um importante patégeno de citros, capaz de causar o cancro citrico. Estudos genomicos
populacionais demonstraram que ha trés grupos populacionais distintos de X. citri pv. citri, A,
A* e Aw, os quais diferem em seu espectro de hospedeiros e forma de elicitacdo da resposta
imune da planta. Além disso, revelou-se que o genoma acessorio desta espécie, possui genes
que codificam T4SS e genes de resisténcia a metais pesados que diferem entre os grupos
populacionais, e podem configurar-se como alvos moleculares para a rapida diferenciacao entre
estes grupos (Webster; Bogema; Chapman, 2020).

Xylella fastidiosa é um dos fitopatdgenos de maior relevancia agricola, causador de
doencas devastadoras em culturas como café, citrus e videira, sendo responsavel por perdas
econOmicas significativas no Brasil. Desde seu sequenciamento (Simpson et al., 2000), a
espécie tornou-se simbodlica por representar a primeira bactéria a ter seu genoma sequenciado
no pais, possibilitando a expansdo dos estudos gendmicos em fitopatologia. Pesquisas
subsequentes demonstraram que a diversidade genética de X. fastidiosa esta fortemente

associada a presenca de elementos genéticos moveis, como plasmideos e outros elementos
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genomicos transferiveis (Pierry et al., 2020), que podem influenciar a adaptacdo a diferentes
hospedeiros e a viruléncia. Além disso, caracteristicas metabdlicas Unicas da bactéria
contribuem para seu crescimento lento e fastidioso, dificultando seu cultivo em condig¢des
laboratoriais e impactando o desenvolvimento de estratégias de controle (Gerlin et al., 2020).
Enquanto a absoluta maioria dos fitopatdgenos sdo bactérias ambientais cultivaveis, o
proprio género Liberibacter alberga uma variedade de outros fitopatdgenos ndo cultivaveis.
Uma analise filogenética ampla por meio de 345 genes ortdlogos de CLas, outras espécies nao
cultivaveis, Liberibacter crescens, a Unica espécie cultivavel do clado, e outras Rhizobiales;
demonstrou que as espécies de L. crescens e Ca. Liberibacter se separaram de Rhizobiales em
um processo de evolucdo passo-a-passo ha cerca de 250-370 Ma. A separagdo das espécies
fitopatogénicas ocorreu posteriormente ha cerca de 132 Ma; os processos de especiagdo
continuaram de forma sucessiva e o ancestral de CLas sofreu especiacdo ha 63 Ma. Uma vez
que os padrdes de fitopatogenicidade variam de acordo com as espécies de Ca. Liberibacter foi
possivel inferir que o fenotipo fitopatogénico foi adquirido por eventos de perda/ganho de genes

(Thapa et al., 2020).

1.3 Genomica de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas)

O Candidatus Liberibacter asiaticus ¢ uma bactéria Gram-negativa, intracelular
obrigatéria e fitopatogénica (Achor et al., 2020), pertencente a familia Rhizobiaceae, classe
Alphaproteobacteria e filo Pseudomonadota. O status de taxon candidato relaciona-se com a
sistematica de bactérias, que condiciona a descri¢ao de novas espécies ao isolamento e cultivo
in vitro, em meio axénico. CLas caracteriza-se pelo comportamento fastidioso, ou seja, requer
altos niveis nutricionais, além de condi¢des restritas de temperatura, pH e pressdo osmotica o
que impossibilita seu cultivo em meios de cultura sintéticos (Andrade; Li; Wang, 2020).

Enquanto a maioria dos fitopatdogenos ambientais ¢ dotado de ampla variabilidade
genética, com elementos génicos associados aos grupos populacionais, CLas possui um genoma
compacto com cerca de 1,2 Mb e pouco mais de mil genes codificantes. Dentre estes, alguns
genes determinantes para o fenotipo fitopatogénico, sao oriundos de processos de transferéncia
génica genes codificantes de toxinas desconhecidas, homologas as proteinas efetoras
EspG/VirA, fosfolipase YdjM, e a endonuclease/exonuclease secretada (EEP) (Tan et al.,
2021).

Em outubro de 2025, existem 187 genomas de CLas disponiveis no GenBank, todos sao

metagenome-assembled genomes (MAGs). A metagenomica € uma técnica de sequenciamento
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de DNA diretamente a partir de amostras ambientais cuja montagem posterior dos reads
permite o estudo de populagdes microbianas de forma independente do cultivo (Setubal, 2021).
ApoOs o sequenciamento, os reads sao montados em contigs (fragmentos contiguos de DNA),
agrupados em bins que representam genomas parciais ou completos; estes ultimos sao
denominados MAGs (Kim; Pongpanich; Porntaveetus, 2024).

Os estudos envolvendo MAGs sdao uma marca da microbiologia ambiental pos
sequenciamento de 3% geragdo, ou long-read sequencing, ajudaram a compreender inumeros
processos mediados por microrganismos nao cultivaveis. A depender da plataforma para
sequenciamento o comprimento da leitura pode conter de 10-20 Kb, o que confere cobertura
mais ampla e produz assemblies menos fragmentados. Os reads longos otimizam a deteccdo de
variantes nos genomas como indels, variacdes estruturais, rearranjos complexos, e também sao
frequentemente utilizados associados aos reads curtos em assemblies hibridos (Kim;
Pongpanich; Porntaveetus, 2024).

A primeira cepa de CLas do Brasil sequenciada foi a 9PA, o assembly é composto por
157 contigs e com a integracdo de outros dados da mesma sequéncia de metagenomas que
fecharam todas as lacunas no genoma. Resultando na montagem bem-sucedida de um
cromossomo circular com 1,231 Mb e teor de GC de 36,5% (Dutra et al., 2024). Um outro
estudo sequenciou e montou genomas completos de 135 cepas de CLas de dez provincias de
citros na China, os assemblies produzidos variaram de 1,221 Mb a 1,308 Mb (Zheng et al.,
2024).

Os esfor¢os de sequenciamento gendmico revelaram que os genomas de CLas sdo
caracterizados pela auséncia de inimeros genes essenciais ao metabolismo procariotico, o que
indica dependéncia metabolica em relacao aos seus hospedeiros para a obtencao de aminoacidos
e ATP (Labbé et al., 2025). Outra peculiaridade importante ¢ a prevaléncia de regides
horizontalmente transferidas por profagos, que podem representar até 11% do tamanho total
dos genomas e que albergam maior variabilidade genética (Thapa et al., 2020). Atualmente trés
fagos dsDNA da familia Podoviridae foram descritos em diversos genomas: Type 1 (SC1-like
ou P-YN-1-like), Type 2 (SC2-like ou P-GD-2-like), e Type 3 (P-JXGC-3-like) (Zhang et al.,
2011; Zheng et al., 2018). Além disso, outros profagos foram reportados em assemblies
especificos. Analises transcriptdmicas evidenciaram que cepas de CLas contendo o fago P-GD-
2 se replicam mais rapidamente e apresentam maior viruléncia do que cepas contendo o fago
P-YN-1. Estimativas de numero de copias dos fagos por célula indicam que P-YN-1 produz
multiplas copias e expressa transcritos associados ao ciclo litico, ao passo que P-GD-2 possui

uma Unica copia e expressa genes de lisogenia (Zheng et al., 2023). Em conjunto esses dados
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revelam que a tipagem do fago esta intrinsicamente correlacionada com o perfil de
patogenicidade exibido pelas cepas de CLas.

Os primeiros estudos de diversidade genética de CLas basearam-se em marcadores
simples, como o nimero de repeticdes em tandem (tandem repeat numbers, TRNs) na regiao
CLIBASIA 01645 que permitiram distinguir populagdes de diferentes origens geograficas,
como Guangdong (China) e Florida (EUA) (Chen et al., 2010). No estado americano, dois
genotipos com TRN < 10 foram encontrados, um restrito a Florida central e outro distribuido
em todo estado, ja na China as variagdes foram heterogéneas e nao correlacionadas com a
geografia (Katoh et al., 2011; Ma et al., 2014). J4 Wang et al., (2012) identificaram profundo
mosaicismo genético em outra regido, o locus CLIBASIA 05640 a CLIBASIA 05650 e na
regido intergénica adjacente.

A incongruéncia de um marcador adequado e a estreita relagdo com os fagos, levaram
os pesquisadores a correlacionarem o perfil de fagos com a estrutura populacional desta
bactéria. Através do sequenciamento de Sanger, (You et al., 2024), analisaram a diversidade
genética de trés loci para analisar a diversidade genética de profagos em 500 amostras de CLas
na China. Os resultados mostraram que o profago Type 2 (P-GD-2) ¢ o mais prevalente,
presente em 55% das amostras. Além disso, as populagdes que possuem o profago Type 1 (P-
YN-1) se mantém estaveis, enquanto as que possuem os profagos Type 2 (P-GD-2) e Type 3
(P-JXGC-3) se expandem.

A caracterizacdo genética de Candidatus Liberibacter asiaticus também tem sido
tradicionalmente realizada por meio da amplificacdo de genes conservados, utilizados como
marcadores em estudos de diversidade populacional e filogenia. Entre os principais alvos
empregados destacam-se os genes 16S rRNA, 23S rRNA intergenic spacer region, omp (outer
membrane protein), ntdB (deoxy-ribonucleotide reductase), B-operon, e o cluster génico tufB—
secEnusG-rplKAJL-rpoB (Gao et al., 2022). Embora amplamente utilizados, esses
marcadores apresentam limitacdes na deteccao de regides gendmicas hipervariaveis, o que
restringe a compreensao da diversidade total do patogeno.

O Uunico estudo gendmico amplo que ndo restringiu previamente a detec¢do de
variabilidade genética em uma regido foi realizado por (Gao et al., 2022). O estudo obteve as
regides varidveis por alinhamento de 34 assemblies a uma referéncia (a cepa GXPSY),
accession CP004005). Apos filtrar os 6012 polimorfismos de nucleotideo (single nucleotide
polymorphisms - SNPs) inico encontrados, quatro regides genomicas hipervaridveis, duas de
origem cromossOmica e duas de origem viral, foram utilizadas como alvos de quantitative PCR

(qPCR) para analisar 1788 amostras de diferentes citros sintomaticos ou ndo para HLB em
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regides da China. Os resultados ndo encontraram associagdo entre a diversidade genética das
regides gendmicas hipervariaveis e a localizacao geografica, sintomas do HLB ou variedade de
citro afetada.

Assim, mesmo com sucessivos avangos na genomica de CLas, ainda nao foi obtida uma
estrutura populacional capaz de descrever satisfatoriamente a filogeografia desta bactéria. Por
isso, este trabalho almeja obter a estrutura populacional de CLas por meio de andlises

gendmicas.

2. JUSTIFICATIVA

Diante das informagdes disponiveis, observa-se que Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas) ¢ um fitopatdgeno de interesse agricola com relevancia internacional. Por isso, torna-se
cada vez mais importante estudar e entender melhor os processos evolutivos intra-espécie.
Dessa forma, este trabalho de conclusao de curso situa-se na fronteira do conhecimento devido
ao uso de gendmica comparativa de metagenomas de CLas para estudar o pangenoma e a

estrutura populacional desta bactéria.

3. OBJETIVO GERAL

Propde-se no presente estudo determinar o pangenoma, a filogenia e a estrutura
populacional de Candidatus Liberibacter asiaticus, a fim de compreender a diversidade genética
e os padroes epidemioldgicos dessa bactéria, contribuindo para o entendimento de sua

adaptacao e disseminag@o em diferentes regides citricolas do mundo.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a qualidade e a completude dos metagenome-assembled genomes (MAGs)
de Candidatus Liberibacter asiaticus

e Determinar e estudar o pangenoma da espécie, identificar o core genes e os genes
acessorios

e Realizar uma filogenia robusta com base no core genoma

e Delimitar agrupamentos intra-espécie por meio de analises de estrutura populacional

e C(Correlacionar os agrupamentos genOmicos com informagdes geograficas

disponiveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos genomas e anotacio de genes

Os assemblies de metagenomas foram obtidos a partir do dataset do National Center
for Biotechnology International (NCBI), para o download utilizou-se a flag para baixar apenas
os genomas depositados no banco de dados do Refseq do NCBI (Goldfarb et al., 2025).

Apos a verificagdo acerca dos metadados, construiu-se o conjunto de dados (Tabela 1),
composta por 37 genomas de Candidatus Liberibacter asiaticus, dos quais quinze estdo
montados em apenas um contig, o que os classifica como completos. A maioria oriunda da
China e dos Estados Unidos da América, com apenas oito genomas de outras localidades,
incluindo uma do Brasil. Apds a andlise dos metadados, foi escolhido o soffware Bakta
(Beyvers et al., 2025) para a anotacdo dos genes, com a op¢ao —meta que serve para genomas

provenientes de metagenomas.
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Tabela 1. Genomas de Candidatus Liberibacter asiaticus disponiveis no Refseq

Cepa Nivel de Contigs Sequenciamento Local de
montagem Isolamento
A4 Completo 1 [llumina MiSeq China: Guangdong
JRPAMBI1 Completo 1 PacBio Sequel USA: Florida
9PA Completo 1 [llumina NextSeq Brazil: Sao Paulo, Matao
CoFLP1 Completo 1 [llumina HiSeq Colombia: Municipio Dibulla
TaiYZ2 Completo 1 [llumina HiSeq Thailand:Songkhla
PGD Completo 1 [llumina HiSeq China:Guangdong
PYN Completo 1 [1lumina HiSeq China:Yunnan
GDCZ Completo 1 Illumina HiSeq; PacBio Sequel China: Guangdong
YNBC Completo 1 [llumina HiSeq China: Yunnan
GDCH12 Completo 1 [llumina HiSeq China:Guangdong
psy62 Completo 1 - USA: Florida
gXpsy Completo 1 [llumina HiSeq USA: Washington D.C
FL17 Contig 3 [llumina MiSeq USA:Florida
Ishi-1 Completo 1 lllumina Gg‘ggz)’ HiSeqTM Japan: Okinawa, Ishigaki
YCPsy Contig 9 [llumina MiSeq China: Guangdong
JIXGC Completo 1 [llumina Hiseq China: Jiangxi
AHCALI Chromosome 21 [llumina HiSeq USA: Anaheim, California
YNIJS7C Contig [llumina HiSeq China:Yunnan
PAI19 Contig 5 [llumina HiSeq Pakistan
ReuSP1 Completo 1 [llumina HiSeq France: La Reunion
SGCAS Contig 56 [llumina MiSeq USA: California, San Gabriel
DURITX1 Contig 59 [llumina HiSeq USA: Texas
Mex8 Contig 60 [llumina HiSeq Mexico: Mexicali
SGCA16 Contig 35 [llumina HiSeq USA: San Gabriel
LBRI19TX2 Contig 28 [llumina HiSeq USA: Texas
LBR23TX5 Contig 30 [llumina HiSeq USA: Texas
YNXP-1 Contig 43 [llumina HiSeq China: YunNan
IXGZ-1 Contig 43 [llumina HiSeq China: JiangXi
CA-Root Scaffold 39 [llumina MiSeq USA: California, Anaheim
PA20 Contig 7 [llumina HiSeq Pakistan
DUR2TX1 Contig 160 [llumina HiSeq USA: Texas
GFR3TX3 Contig 80 [llumina HiSeq USA: Texas
CHUC Contig 69 [llumina NextSeq China
CRCFL16 Contig 232 [llumina MiSeq USA: Florida
MFL16 Contig 135 [llumina HiSeq USA: Florida
HHCAL16 Contig 97 [llumina HiSeq USA: Hacienda Heights
A-SBCAI19 Contig 81 [llumina NextSeq; HiSeq USA: California

Legenda: Caracterizacao inicial dos genomas de CLas disponiveis pelo NCBI.
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4.2 Pangenoma de Candidatus Liberibacter asiaticus

Para a construgdo do pangenoma, foi utilizado o software Panaroo (Tonkin-Hill et al.,
2020), que permite a geragao e visualizacao de graficos de redes de pangenomas, possibilitando
analises detalhadas dos genomas central e acessorio. A analise foi conduzida no modo de
limpeza moderado, o qual corrige sobreposi¢des e erros comuns de anotagdo. Foram removidos
genes invalidos e os validos foram agrupados em familias génicas utilizando um threshold de
95% de identidade. A execucao foi realizada no modo de analise correspondente ao pangenoma
completo. Para construcdo da visualizacdo da matriz de presencga e auséncia foi utilizado o

software Roary (Page et al., 2015).

4.3 Arvore filogenética de Candidatus Liberibacter asiaticus

A partir dos resultados obtidos com o Panaroo, foi possivel realizar o alinhamento do
core genes de Candidatus Liberibacter asiaticus utilizando o software MAFFT (Vences et al.,
2022). Esse arquivo foi utilizado como entrada no software SNP-sites (Page et al., 2016), para
a extracdo dos polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) — variagdes em uma tinica base do
DNA, amplamente empregadas como marcadores moleculares em estudos evolutivos.

Com os SNPs do core genes, foi realizado um alinhamento multiplo utilizando o
software  MUSCLE (Edgar, 2004), seguido da inferéncia filogenética por maxima
verossimilhan¢a no software 1Q-TREE version 2.4.0 (Minh et al., 2020). A analise foi
conduzida com os modos -MFP (Model Finder Plus) e -ASC, este ultimo aplicado quando todas
as posi¢des sdo varidveis. Foram realizadas 1000 replicagdes de bootstrap ultrarrapido (-B
1000) e 1000 replicagdes do teste Approximate Likelihood Ratio Test (alrt 1000), ambos
empregados para avaliar o suporte dos ramos. O parametro nt AUTO foi utilizado para permitir
que o programa determinasse automaticamente o nimero de threads, a fim de otimizar o

processamento. Para gerar a imagem foi utilizado o site iTOL (Letunic; Bork, 2024).

4.4 Estrutura populacional

Para a andlise da estrutura populacional, foram obtidos os genomas adicionais
disponiveis no NCBI, totalizando 148 genomas. O acesso aos assemblies foi realizado por meio
do download do dataset correspondente, excluindo-se aqueles pertencentes a base RefSeq, de
modo a evitar redundancias.

O controle de qualidade dos genomas foi realizado com o software CheckM (Parks et
al., 2015), mantidos apenas os genomas com completude superior a 90%, resultando em 142

genomas para as etapas seguintes. As anotacdes genOmicas desses 142 genomas foram
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realizadas com o software Bakta, utilizando a op¢ao --meta, a fim de padronizar o processo de
anotacdo entre todos os genomas e permitir a detecgdo de genes em dados metagendmicos. O
CheckM utiliza o Prodigal (Hyatt et al., 2010) para a predi¢ao de genes durante a estimativa de

completude e contaminacao gendmica.

4.4.1 Obtencao dos genes ortologos mais informativos

Para a identificagdo dos genes ortdlogos no primeiro conjunto de dados (genomas do
RefSeq), composto por 37 genomas, foi utilizado o software ProteinOrtho (Lechner et al.,
2011). Esse programa detectou 1230 grupos ortdlogos preditos, dos quais foram selecionados
769 presentes em todos os 37 genomas.

As sequéncias dos genes codificantes dos 769 grupos ortdlogos selecionados foram
submetidas a um alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos por meio do software
MUSCLE, em seguida, processados no SNP-sites (Page et al., 2016) para a identificagdo dos
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs). Posteriormente, foram filtrados os grupos
ortdlogos que apresentaram seis ou mais SNPs.

Posteriormente, as sequéncias dos 12 grupos ortologos com mais SNPs da cepa
GCF_030585885 foram usada como query em BLASTNs (Chen et al., 2015) para recuperar as
sequéncias correspondentes nos 142 assemblies oriundos do Genbank, que foram concatenados
e utilizados como banco de dados para a subject, com um evalue de le-10. Apds os resultados,
foram filtrado as subjects que estavam duplicadas, deixado apenas as que possuiam maior
alinhamento, pelo id das subjects e com as sequencias dos 12 grupos ortélogos completos foi
feito um alinhamento multiplo pelo MUSCLE (Edgar, 2004) e depois, os alinhamentos foram
concatenados pelo FASConCAT-G_v1.06.1.pl (Kiick; Longo, 2014). Esse alinhamento foi
utilizado para reconstruir a arvore filogenética no IQTREE 2.4.0 (Minh et al., 2020) e
visualizado no iTOL (Letunic; Bork, 2024).

4.5 Construcio do esquema alélico e Minimal Spanning Tree

Um esquema alélico de genoma inteiro (wgMLST) foi obtido para o conjunto total dos
assemblies de CLas (179 assemblies) por meio do software chewBBACA (Silva et al., 2018),
que implementa a possibilidade de detec¢ao das variantes dos loci (alelos) por gene-by-gene. O
esquema alélico obtido foi formado por 1130 loci e 4532 alelos, dos quais dois loci foram
removidos devido a presenga de paralogos, posteriormente o conjunto total de loci (wgMLST),

foi processado para obtencao de loci presentes em 95% dos assemblies (cgMLST); um total de
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1128 loci foram retidos e utilizados na construgao de uma Minimal Spanning Tree com o auxilio

do PHYLOViZ Online (Ribeiro-Gongalves et al., 2016).

5. RESULTADOS

As analises iniciais foram realizadas com os 37 genomas presentes no banco de dados
RefSeq. As sequéncias de proteinas preditas desses genomas foram utilizadas para a construgao
do pangenoma de Candidatus Liberibacter asiaticus, o qual consistiu em 1252 familias génicas.
O core genoma, formado pelos genes presentes em todos os 37 assemblies, possui 944 genes,
o que representa 75,4% do pangenoma. Os genes que fazem parte de mais do que um, mas nao
de todos os assemblies pertencem ao genoma acessorio, e representam 24,6% do pangenoma
total.

O genoma acessorio ¢ subdivido de acordo com o grau de presenga dos genes que o
constituem no dataset, enquanto os cloud genes sdo aqueles presentes em <15% dos assemblies,
os shell genes estdo presentes em 15% a 99% do dataset e o soficore presente em uma grande
maioria entre 95% a 99% mas nao em todos. A distribuicdo do genoma acessorio no grupo shell
foi de 125 genes, que representa 10% dos genes acessorios,115 genes no grupo cloud, que
corresponde a 9,2% e 68 genes no softcore.

Para visualizar o pangenoma e a distribui¢ao dos genes nas cepas de CLas, a presenca e
auséncia das familias génicas foi mapeada em uma arvore filogenética produzida por Maxima
Verossimilhanga pelo IQTREE2 (Figura 4). As familias gé€nicas presentes estao representadas
na cor azul, enquanto as areas sem cor representam a auséncia de uma familia génica do
pangenoma O clado destacado pelo sombreamento cinza, composto por 7 genomas, denota

maior homogeneidade nos genes acessorios.
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Figura 4. Matriz de presenca e auséncia do pangenoma
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Legenda. Distribui¢do da presenca e auséncia de 1252 cluster génicos distribuidos em 37 assemblies de
Candidatus Liberibacter asiaticus, azul indica presenca e o branco auséncia. Arvore filogenética
construida a partir de core genes.

Para visualizar o comportamento do pangenoma e do core genoma durante sua
construgdo, e inferir o grau de adequagdo do dataset utilizado, foram construidas curvas de
acumulagdo do pan- e do core genoma (Figura 5). As curvas revelaram que medida que novos
genomas foram adicionados, o numero de genes totais (curva tracejada) apresentou um aumento
gradual, ao passo que o numero de core genes (curva solida) apresentou reducdo. Porém, uma
observacao cautelosa da curva tracejada revela que a partir do 15° genoma, até o fim do dataset,
somente 50 novos genes foram adicionados ao pangenoma; o que indica estabilizacao da curva
e a caracterizagdo de um pangenoma fechado, que provavelmente estabilizaria com um dataset

maior. Os shell, cloud e genes Unicos ainda serdo estudados detalhadamente.
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Figura 5. Curva de acumulacao do Pangenoma
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Legenda. Curva de acumulag@o do pangenoma e do core genoma de CLas com base nos 37 assemblies.
A linha tracejada representa o core genes, a medida que adiciona novos genomas, o valor total diminui.
A curva da linha continua representa os genes totais conforme a adi¢do de novos genomas

A arvore filogenética por maxima verossimilhanga obtida pelo IQTREE permitiu inferir
que os genomas de CLas dividem-se em cinco clusters populacionais (Figura 6). Os ramos
iniciais composto por genomas vindo da América ndo se clusterizaram e a cepa DUR2TX1
possui um destaque no seu ramo indicando uma maior quantidade de eventos de insercdo e
delecao de genes comparado aos outros. Em seguida, o clado presente majoritariamente por
cepas vindas da Asia com apenas uma cepa vinda da América HHCA 16, mais especificamente
vinda dos Estados Unidos, também possui um ramo longo. O proximo clado se destaca com
todas as cepas originadas da América, seguido por uma cepa sem nenhum cluster, oriunda da
Europa, especificamente da Franga. O clado seguinte possui uma sequéncia de dois clusters de
genomas vindos da Asia e finalizando com o ultimo clado com cepas vinda dos dois continentes,
ha um destaque com um asterisco na cepa 9PA, vinda do Brasil, esta e a CRCFL 16 possuem

tamanhos de ramos longos comparado aos outros.
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Figura 6. Arvore filogenética de CLas dos assemblies do RefSeq
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Legenda. Arvore filogenética dos 37 genomas de CLas, as cores indicam a localizagio geografica de
origem das cepas. A filogenia foi inferida por maxima verossimilhanca a partir dos SNPs do core
genoma. Valores internos representam bootstrap 1000 replicatas. A cepa *9PA com o destaque em
asterisco, representa a Unica vinda do Brasil.

Os genes ortdlogos sdo aqueles gerados por processos de especiagcdo, por isso sao
interessantes para estudos filogenéticos, uma vez que a histéria evolutiva reflete desses genes
tende a refletir de forma fidedigna a histéria evolutiva da propria espécie. Por isso, foi feita a
predicdo dos genes ortdlogos para os 37 assemblies do RefSeq, os genes dos grupos ortélogos
preditos foram alinhados, e o nimero de SNPs obtidos contabilizados, a fim de obter-se os
grupos ortdlogos mais variaveis (i.e., com maior nimero de SNPs).

Na identificagcdo dos genes ortdlogos, o arquivo gerado pelo ProteinOrtho apresentou
1230 grupos ortologos (GO), dos quais foram selecionados apenas aqueles presentes nos 37

genomas, resultando em 769 grupos ortdlogos, dos quais foram extraidos os SNPs.
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A partir da analise dos SNPs, foram identificados 325 genes (Figura 7) que apresentaram
alguma posicao variavel. Em seguida, realizou-se uma filtragem dos GO com maior nimero de
SNPs, totalizando 12 GO selecionados. Dentre esses, dois GO apresentaram 14 SNPs (o valor
maximo observado), um GO apresentou 13 SNPs, um GO apresentou 10 SNPs, dois GO
apresentaram 8 SNPs, dois GO apresentaram 7 SNPs, e quatro GO apresentaram 6 SNPs.

Figura 7. SNPs em comparacao ao tamanho de cada gene
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Legenda. Scatter plot da distribuicdo dos SNPs dos genes ortélogos em fun¢do do tamanho dos genes
de CLas. Cada ponto azul representa um grupo ortologo e indica a quantidade de SNPs identificados em
funcao do comprimento do grupo ortélogo em pares de bases (bp).

Os grupos ortdlogos com 6 ou mais SNPs foram utilizados em BLASTNSs para recuperar
as sequéncias correspondentes nos 142 genomas adicionais conforme o item 4.4.1, a fim de
obter uma filogenia ampla da espécie a partir de um conjunto restrito de marcadores
moleculares informativos.

Através da analise feita, foram encontrados 142 hits em sete dos doze arquivos de genes
ortdlogos, € em apenas um arquivo 141, 143 e 144 hits, todos com mais de 98% de identidade,
os hits duplicados foram filtrados pelo tamanho do alinhamento. Esse resultado entdo foi

alinhado com as sequéncias correspondentes dos 12 grupos ortdlogos e concatenados, para
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assim ser possivel reconstruir a rvore filogenética com um dataset ampliado para um total de
179 assemblies.

A éarvore filogenética inferida pelo método de méxima verossimilhanga no IQ-TREE
(Figura 8) apresentou baixa resolugdo, com valores de bootstrap proximos ou iguais a zero para
a maioria dos ramos, o que impossibilitou uma interpretacao confiavel dos agrupamentos. Esses
resultados indicam que o conjunto de SNPs utilizado ndo foi suficiente para sustentar uma
estrutura filogenética consistente, possivelmente devido a baixa variabilidade genética entre os
genomas analisados.

Figura 8. Arvore filogenética de CLas dos assemblies do GenBank

Tree scale: 0.001

Legenda. Arvore filogenética dos 179 genomas de CLas. A filogenia foi inferida por maxima
verossimilhanga.

Assim, optou-se pela adocdo de uma abordagem alternativa baseada em esquemas
alélicos realizada pelo chewBBACA, esse programa permite avaliar a diversidade genomica
por meio da presenca e variacdo de alelos em multiplos loci, fornecendo maior poder
discriminatorio para a analise populacional, principalmente em espécies ou linhagens com
pouca variabilidade genética.

A anadlise inicial determinou os perfis alélicos dos 179 genomas selecionados realizada
pelo método gene-by-gene, um alelo € uma variante especifica de sequéncia que ocorre em um

determinado lo6cus. Foram encontrados 1130 loci com 4532 alelos, a ampla maioria dos loci
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possuem < 10 alelos, na verdade 223 loci possuem apenas um alelo, ou seja, apresentam
sequéncias idénticas (Figura 9). Na média, ha 4,01 alelos por loci, esses valores reforcam o

baixo polimorfismo em CLas.

Figura 9. Distribuicdo do nimero de alelos por loci.
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Legenda. Grafico em barras do nimero de loci (eixo y) pela quantidade de alelos (eixo x) entre os 179
assemblies de CLas

Ap0s a obtencdo do esquema alélico, dois loci pardlogos foram removidos, resultando
em 1128 loci. Esses loci foram subsequentemente filtrados para a obtencdo dos loci que
constituem o core genoma multilocus sequence typing (cgMLST) (Figura 10), esse esquema ¢
definido como o conjunto de loci presentes em todas as cepas analisadas ou em >95% das cepas,
a depender das limitacdes de sequenciamento e montagem. O resultado do grafico do esquema
de cgMLST apresentou uma curva mais estavel para o cgMLST95 que possui um threshold um

pouco menor em comparagao aos de cgMLST100 e cgMLST99.
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Figura 10. Esquemas de cgMLST

1000 —— cgMLST95

\ﬂ COMLST99
cgMLST100

—_— —— Present in genome

900 ~ ’

800
700
600
500 \

400 \

300

Number of loci

—

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Number of genomes

Legenda. Curvas dos esquemas cgMLST para os 179 assemblies de CLas. O eixo X mostra o numero
de genomas incluidos na andlise e o eixo Y indica o nimero de loci compartilhados. As curvas
representam diferentes thresholds de inclusao de loci no esquema: cgMLST95 (presente em >95% dos
genomas), cgMLST99 (>99%) e cgMLST100 (100%). A linha preta indica o numero total de loci

presentes em cada genoma individual.

Estabelecido o threshold de 95% de presenga no cgMLST, foi possivel calcular uma
Minimum Spanning Tree (MST) (Figura 11), cada n6 representa um isolado de localidades
diferentes, a maioria oriunda da China, seguida pelo Estados Unidos da América. A arvore
apresenta dois principais clusters, um a esquerda e um a direita; distantes entre si. Essa
distancia, indica que as cepas da China, predominantes no dataset, ndo sao homogéneas quanto
ao seu cgMLST. No cluster acima, observa-se a presenga de subclusters curtos e maior
diversidade geografica. Também nota-se a emergéncia de outro grupo clonal derivado, formado
exclusivamente por cepas chinesas. Ja o cluster abaixo ¢ menos homogéneo, os genomas estao
distantes, denotando maior variabilidade nos esquemas alélicos. Os genomas situados entre os
dois clusters sdo possiveis ancestrais e podem ser utilizados para enraizar arvores filogenéticas
intra-espécie de CLas.

Além disso, os isolados da Tailandia ¢ Franca, Colombia e os do México também se
agruparam no cluster acima da MST com alguns dos EUA, isso indica uma maior similaridade
entre essas cepas vindas das Américas. Ao passo que no cluster abaixo além dos clones da
China e dos EUA, esta presente também a tnica cepa do Brasil e cepas de outros paises do

oriente, como Paquistdo, Japao e India.
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Figura 11. Minimal Spanning Tree
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Legenda. Minimal Spanning Tree baseada no cgMLST 95, mostra as relagdes genéticas entre as cepas
analisadas. Cada noé representa uma cepa e as cores indicam a localizagdo geografica da origem do

genoma.
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6. DISCUSSAO

Existem poucos taxons fitopatogénicos que sao intracelulares obrigatorios fora do clado
Candidatus Liberibacter, o mais conhecido sdo os fitoplasmas, bactérias pertencentes ao género
Candidatus Phytoplasma, filo Mycoplasmatota (antigo Tenericutes). Ao contrario de
Candidatus Liberibacter, fitoplasmas infectam uma ampla gama de hospedeiros vegetais,
incluindo culturas alimentares, frutiferas, oleaginosas, ornamentais e até plantas daninhas; as
infeccdes também sdo mediadas por insetos, porém os fitoplasmas possuem multiplos vetores
conhecidos, como cicalideos (ordem Hemiptera, familia Cicadellidae ou [leafhoppers),
fulgoroides (ordem Hemiptera, familia Fulgoroidea ou planthoppers) e psilideos (Wang et al.,
2024).

Além dos fitopatdogenos, diversas bactérias que infectam animais também exibem um
estilo de vida intracelular obrigatorio, resultado intensa coevolugdo com seus hospedeiros.
Entre os exemplos mais estudados estdo espécies dos géneros Rickettsia, Anaplasma e
Ehrlichia, que parasitam células sanguineas e endoteliais, e as Chlamydia, cujo ciclo de vida
envolve estdgios alternados entre formas infecciosas e replicativas. Entretanto, ha patdogenos
intracelulares obrigatdrios cultivaveis, ainda que sejam fastidiosos, como Leptospira e Borrelia
(Coers; Newton; Carlyon, 2021). Assim, ainda que existam taxons intracelulares obrigatorios
ndo cultivaveis, as duas caracteristicas ndo sdo obrigatoriamente concorrentes.

O estilo de vida intracelular obrigatorio parece decorrer de processos evolutivos de
redugdo de genoma, nos quais genes nao essenciais sao perdidos em favor de maior adaptagao
de nicho. Georgiades e Raoult (2011) notaram, em um influente trabalho, que 11 de 12 dos
principais patdogenos bacterianos humanos possuiam genomas significativamente menores que
taxons filogeneticamente proximos. Se considerarmos o genoma cromossomico de Escherichia
coli, com 4,5 Mb, como o genoma bacteriano padrao, o tamanho do genoma das bactérias
intracelulares obrigatdrias chama ainda mais a aten¢do devido ao tamanho reduzido:
fitoplasmas (~0,5 a 0,96 Mb), Borrelia burgdorferi (~0,91 Mb) e Candidatus Liberibacter
asiaticus (~1,23 Mb). Cabe ressaltar que a reducdo genomica ¢ um processo evolutivo que
ocorre em outras especializagdes ecoldgicas que ndo a patogénese, como por exemplo em
bactérias simbidticas (McCutcheon; Moran, 2012).

A compreensdo das forgas evolutivas por tras do desenvolvimento da patogénese ¢
importante para o desenvolvimento de estratégias que permitam mitigar os danos causados
pelos patogenos. No caso de Clas, a andlise do pangenoma de Candidatus Liberibacter

asiaticus mostrou que 75,4% do genoma corresponde aos core genes, enquanto 24,6% dos genes



36

compdem o genoma acessorio, indicando baixa variabilidade genética entre as cepas analisadas.
Essa homogeneidade ¢ esperada em fungdo do estilo de vida intracelular obrigatério da bactéria,
que habita exclusivamente o seu vetor, Diaphorina citri, ou os citros hospedeiros, reduzindo a
necessidade de um grande repertério de genes acessorios.

O trabalho mais amplo de genomica de CLas, obteve 135 novos MAGs de diferentes
regides do sul da China (Zheng et al., 2024), no que tange aos genes preditos, os genomas
tiveram de 1,104 a 1,211 genes, o que indicou baixa variabilidade genética nesta espécie. Neste
trabalho, confirmamos essa hipotese por meio da construcao do pangenoma que revelou, pela
primeira vez, a magnitude da conservacdo génica desta espécie, com cerca de 75% do
pangenoma conservado em isolados dispersos ao redor do mundo, e transmissiveis por
diferentes espécies de psilideos. A curva de acumulagdo do pangenoma se mostrou fracamente
ascendente (linha pontilhada — Figura 5), com cerca de 4 novos genes adicionados a cada novo
genoma, o que indica que ainda ha diversidade genética a ser descoberta, motivando-nos a
repetir o pangenoma para o dataset expandido para todos os 179 assemblies (incluindo os
oriundos do GenBank).

A reconstrucdo de uma arvore filogenética por maxima verossimilhanca a partir do
alinhamento do core genoma, apresentou topologia condizente com a origem geografica em
alguns ramos, porém, enquanto Zheng et al (2024), reportou a presen¢a de dois clusters de CLas
intra-China, nossos dados revelaram a presenga de outros grupos, incluindo um clado formado
majoritariamente por genomas dos EUA, com uma cepa da Colombia (com os assemblies
SGCAS, SGCA16, CoFLP, AHCA1, A-SBCA19, AHCA17). Além disso, a Unica cepa
proveniente da Europa ndo se agrupou a nenhum dos clados, sugerindo que as cepas desse
continente apresentam maior distingdo genética em relacdo as demais, hipotese que carece de
dados para confirmagdo. A auséncia de uma clara delimitagdo geografica entre os clados pode
estar relacionada a fatores como o intenso comércio internacional de mudas e frutos citricos,
que favorece o fluxo génico entre populagdes. Além disso, nas plantagdes comerciais de citros,
a reproducdo vegetativa (clonagem) ¢ amplamente utilizada, o que reduz a variabilidade
genética dos hospedeiros e pode contribuir para a dispersdo de cepas geneticamente
semelhantes em diferentes regides.

A quantidade de SNPs nos grupos ortdlogos obtidas neste trabalho foi de ordens de
magnitude menor do que a obtida por Zheng et al. (2024). Enquanto obtivemos 325 SNPs, no
referido trabalho 5090 SNPs foram obtidos. Dois motivos explicam essa discrepancia, o dataset
e a metodologia de SNP calling; enquanto aqui foram analisados 37 assemblies do RefSeq e o

SNP calling foi realizado por alinhamento multiplo e posterior detec¢do das posi¢des varidveis,
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pelo sofitware SNP-sites, Zheng et al. (2024) realizou a deteccdo utilizando multiplos MAGs de
baixa qualidade e por meio de alinhamento ao cromossomo da cepa A4 e aos genomas dos
profagos P-YNBC-1, P-A4-2 e P-JXGC-3, por meio do software snippy.

A tentativa aqui realizada de obten¢do grupos ortdlogos com maior quantidade de SNPs
para constru¢cdo de uma filogenia robusta com todos os 179 assemblies nao produziu uma arvore
filogenética confidvel. Por isso, almejamos a constru¢do de um esquema alélico, realizado a
partir do software chewBBACA, uma ferramenta que cria e avalia esquemas, além de resultados
de MLST, de genoma central e completo (cg/wgMLST). Tradicionalmente, o MLST schema ¢
construido a partir de um ntmero reduzido de genes “housekeeping” (geralmente sete),
enquanto o cgMLST expande essa abordagem para milhares de loci, oferecendo maior
resolugdo para estudos populacionais e filogenéticos ao custo da confiabilidade dos loci.
Diferente de métodos baseados apenas em SNPs, a abordagem gene-by-gene avalia variagdes
em cada gene homologo (locus), gerando perfis alélicos que podem ser comparados entre
diferentes cepas. Assim, ao empregar o chewBBACA, foi possivel definir um conjunto
consistente de loci compartilhados entre as amostras, permitindo a constru¢do de um esquema
cgMLST representativo e, consequentemente, a inferéncia de relagdes genéticas mais
confiaveis entre os 179 genomas analisados.

O esquema alélico demonstrou novamente a baixa variabilidade genética da espécie,
com 1130 loci e 4532 alelos, uma média de variagao de 4 alelos por loci. Além disso a Minimum
Spanning Tree ressaltou o intenso comércio das plantas, uma vez que apresentou diversos
clones da China, relacionado com o dos EUA. Ainda assim houve uma delimitagdo em relagao
as cepas vindas da Colombia e do México, que se relacionaram em um dos ramos com 0s
isolados dos EUA. MSTs construidas a partir do cgMLST foram utilizadas, de forma direta,
para determinar patovares, subsespécies e patotipos em Xanthomonas citri (Ragupathy et al.,
2023). Apesar de a inspecao visual da MST sugerir a presenca de trés clusters populacionais
principais, esta interpretacao ainda € preliminar. A identificacdo de estruturas populacionais em
esquemas cgMLST exige métodos de clusterizacdo especificos, capazes de considerar
diferengas alélicas de forma estatistica e reprodutivel. Diversos algoritmos tém sido
empregados para este fim, como goeBURST, hierarchical clustering, MSTreeV2 e pHierCC,
cada um incorporando regras distintas para defini¢dao de grupos a partir das distancias alélicas.
Esses métodos estdo reunidos na ferramenta ReporTree (Mixao et al., 2023), que futuramente
sera utilizada para realizar uma detec¢do robusta e quantitativa dos clusters presentes nos

genomas de Candidatus Liberibacter asiaticus.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que Candidatus Liberibacter asiaticus apresenta baixa
variabilidade gendmica, conforme evidenciado pelas anélises de pangenoma e do esquema
alélico, caracterizando um pangenoma fechado e uma alta conservacdo génica, refletindo a
natureza clonal e da espécie entre as cepas analisadas. Aspectos relevantes como o genoma
acessorio, as funcdes dos genes com maior quantidade de SNPs e a inferéncia de clusters
populacionais por algoritmos adequados ainda serdo estudados. Dessa forma, os resultados
obtidos ampliam o conhecimento sobre a estrutura gendmica e a conservagdo genética de
Candidatus Liberibacter asiaticus, contribuindo para a compreensao de sua biologia, evolucao

e impacto fitopatogénico.
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