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RESUMO

Enfezamentos do milho: incidéncia do fitoplasma e espiroplasma, dindmica
populacional, expressao de sintomas e caracterizacdo molecular do fitoplasma com
base no gene SecY

No Brasil, os enfezamentos vermelho e pélido sédo, presentemente, as
principais doencas da cultura do milho, por causarem danos significativos na
producdo de gréos e sementes. A intensidade de ocorréncia destas doencas se
agravou a partir da década de 1980, com a implementacdo dos plantios da
segunda safra do milho, também conhecida por “safrinha”. Nos ultimos anos,
grandes surtos da doenca tém sido relatados nas principais regiées produtoras do
pais, mostrando que o patossistema ainda exige muito empenho da pesquisa,
além do conhecimento até agora gerado. Buscando contribuir para melhor
entendimento das relagfes entre o hospedeiro e os patdgenos envolvidos com
ambas as formas de enfezamentos, foi conduzido o presente estudo, com 0s
seguintes objetivos: i- verificar a incidéncia isolada e simultanea do fitoplasma e
do espiroplasma em diversas localidades situadas em distintas regides brasileiras;
ii- analisar a dinamica populacional de ambos os patégenos na colonizagcédo do
hospedeiro e sua relacdo com a expressao de sintomas; iii- avaliar a diversidade
do fitoplasma, utilizando o promissor gene marcador denominado SecY. Para
analises da incidéncia dos patdégenos, foram realizadas coletas de amostras de
plantas sintomaticas em diferentes regifes geograficas brasileiras e as mesmas
foram submetidas a reacbes de PCR multiplex. Resultados mostraram maior
frequéncia de ocorréncia do espiroplasma em relacdo ao fitoplasma, nas areas
geograficas mais quentes. Em condi¢des de campo, foi evidenciado um relevante
aumento na incidéncia de plantas doentes causada pela infecgdo simultanea de
ambos os patégenos, em comparagao com relatos feitos em anos anteriores. No
ensaio realizado com inoculacdo simultanea do fitoplasma e espiroplasma por
meio do inseto vetor D. maidis e posterior analise com PCR em tempo real, foi
possivel observar que o espiroplasma ocorreu em maior concentragdo nas plantas
inoculadas simultaneamente por estes patégenos. Com base na expressédo dos
sintomas, foi observado que, embora tenha ocorrido predominancia do
espiroplasma, a maioria das plantas experimentalmente submetidas a infeccéo
mista apresentaram avermelhamento foliar, um sintoma tipico de infeccédo por
fitoplasma. A caracterizacdo molecular do fitoplasma do milho realizada a partir de
clonagem, sequenciamento, andlise virtual de RFLP e andlise filogenética revelou
auséncia de diversidade genética do fitoplasma encontrado nas amostras
coletadas, em relacdo a andlise do gene 16S rRNA, sendo este fitoplasma
classificado como afiliado ao subgrupo 16Srl-B. Andlises conduzidas com o gene
SecY, permitiram identificar maior variabilidade, sendo o fitoplasma classificado
como pertencente ao subgrupo secY(l)-L. O presente trabalho traz sua
colaboragéo no sentido de melhor entendimento sobre este patossistema, sendo
que seus resultados atualizam aspectos relacionados a incidéncia isolada ou
simultanea destes patdégenos no campo, a colonizagcdo do hospedeiro e a
identificacdo molecular baseada em um novo gene marcador.

Palavras-chave: Mollicutes, Enfezamento vermelho, Enfezamento palido, Infeccéo
mista, Identificagdo molecular



ABSTRACT

Corn stunt diseases: incidence of phytoplasma and spiroplasma, population
dynamics, symptom expression and molecular characterization of the phytoplasma
based on the SecY gene

In Brazil, maize bushy stunt and corn stunt are currently the main diseases
of the corn crop. These diseases cause significant damage to grain and seed
production. The intensity of occurrence of these diseases worsened from the
1980s, with the implementation of the second crop of corn, also known as
"safrinha". In recent years, major outbreaks of the disease have been reported in
the main producing regions of the country, showing that the pathosystem still
requires a lot of research effort, besides the knowledge generated so far. Aiming
to contribute to a better understanding of the relationship between the host and the
pathogens that cause these diseases, the present study was conducted with the
following objectives: i- to evaluate the isolated and simultaneous incidence of
phytoplasma and spiroplasma in several localities situated in different Brazilian
regions; ii- analyze the population dynamics of both pathogens in host colonization
and their relationship with symptom expression; iii- evaluate phytoplasma diversity
using the promising marker gene called SecY. Evaluation of the incidence of
pathogens was performed with samples of symptomatic plants collected in different
Brazilian geographic regions and submitted to multiplex PCR. Results showed a
higher frequency of occurrence of spiroplasma in relation to phytoplasma in
warmer geographical areas. Under field conditions, a significant increase in the
incidence of diseased plants caused by the simultaneous infection of both
pathogens was evidenced compared to reports made in previous years. In the
assay performed with simultaneous inoculation of phytoplasma and spiroplasma
by D. maidis and subsequent analysis with real-time PCR, it was observed that the
spiroplasma occurred in higher concentration in plants simultaneously inoculated
by these pathogens. Based on the expression of symptoms, it was observed that
although there was predominance of spiroplasma, most plants experimentally
submitted to mixed infection presented leaf reddening, a typical symptom of
phytoplasma infection. Molecular characterization of phytoplasma by cloning,
seqguencing, virtual RFLP analysis, and phylogenetic analysis revealed lack of
genetic diversity of phytoplasma found in the collected samples in relation to the
16S rRNA gene analysis, which is classified in the subgroup 16Srl-B. Analyzes
conducted with the SecY gene allowed to identify greater variability, and the
phytoplasma was classified as belonging to the secY(l)-L subgroup. The present
work contributes to a better understanding of this pathosystem, and its results
update aspects related to the isolated or simultaneous incidence of these
pathogens in the field, host colonization and molecular identification based on a
new marker gene.

Keywords: Mollicutes, Maize bushy stunt, Corn stunt, Mixed infection, Molecular
identification



1. INTRODUCAO GERAL

O milho € o cereal com maior volume de producdo no mundo, com
aproximadamente 960 milhdes de toneladas/ano. Os maiores produtores sao 0s
Estados Unidos, a China, o Brasil e a Argentina, representando 70% da producao
mundial (CONAB, 2019). O Brasil ocupa o terceiro lugar em volume de producéo
mundial, totalizando 99.984,1 mil toneladas na safra 2018/2019 (CONAB, 2019). A
cultura do milho ocupa a segunda posicdo em ordem de importancia na agricultura
brasileira. Os plantios de milho tém sido realizados em duas épocas distintas (CRUZ,
2016). Assim, os plantios de verdo, ou primeira safra, sdo realizados na época
tradicional, durante o periodo chuvoso, que varia entre fins de agosto, na regido Sul,
até os meses de outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste. Os plantios da
“safrinha” (segunda safra) referem-se ao milho de sequeiro, plantado em fevereiro ou
margo, quase sempre depois da soja precoce, predominantemente na regiao Centro-
Oeste e nos estados do Parana, S&do Paulo e Minas Gerais (CRUZ, 2016).

Dentre as principais doencas da cultura do milho estdo o enfezamento
vermelho, associado a um fitoplasma e o enfezamento palido, causado por um
espiroplasma. Descobertas no Brasil na década de setenta, foram inicialmente
consideradas como doencas de baixa incidéncia e de ocorréncia esporadica, porém
com a ressalva de serem potencialmente danosas a cultura (OLIVEIRA et al., 1998).
A incidéncia dos enfezamentos tem aumentado ao longo do tempo e seu efeito
negativo na producéo passou a ser significativo a partir da década de oitenta, com a
implantacdo de grandes areas cultivadas com milho “safrinha” (MASSOLA, 1999;
OLIVEIRA et al., 2012). A pratica de “safrinha” passou a favorecer tanto o aumento do
indculo dos patdégenos, como da populacdo do vetor de ambos os patdégenos, no caso
Dalbulus maidis, conhecido como cigarrinha do milho. Com isto, o milho cultivado na
primeira safra também passou a sofrer significativos danos provocados por essas
doencas (SABATO, 2018).

Os sintomas gerais dos enfezamentos se caracterizam por encurtamento de
internddios, reducao da altura da planta, proliferacdo de espigas pequenas ou plantas
improdutivas. Especificamente, no caso do enfezamento palido, estrias
esbranquicadas surgem na base das folhas e se estendem em dire¢do ao 4pice; no
enfezamento vermelho, € possivel observar um avermelhamento na margem e nas

pontas das folhas (SABATO, 2018). Os patdgenos podem ocorrer na planta na forma
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de infeccéo isolada ou de infecgcdo mista, por serem transmitidos pelo mesmo vetor
(OLIVEIRA et al., 2012).

Apesar dos enfezamentos serem extremamente importantes para a cultura,
faltam informacdes atualizadas sobre a frequéncia de ocorréncia dos agentes causais
nas regides produtoras de milho. A interacao entre hospedeiro, patégenos e ambiente
também apresenta aspectos ainda a serem esclarecidos, principalmente em relacao
a infeccdo mista e a expressdo de sintomas pela planta. No campo, devido a
ocorréncia desta modalidade de infeccdo, ha dificuldade em se diferenciar
seguramente o enfezamento palido do enfezamento vermelho, com base somente nos
sintomas exibidos pelas plantas (SABATO, 2018). Sendo assim, alguns
guestionamentos séo feitos como, por exemplo, a existéncia de competicdo entres
estes patdégenos, quando estdo infectando a mesma planta, e a relacdo desta
competicdo com a expresséao de sintomas. Mesmo existindo evidéncias de que fatores
do ambiente podem ou n&o favorecer a multiplicacdo de um ou de outro patdbgeno no
hospedeiro, promovendo variacdo de sintomas, (OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et
al., 2012), estudos sdo ainda necessarios para melhor entendimento desse
patossistema. A variabilidade genética dos patdgenos também é assunto de interesse
para melhor compreensdo da associagdo milho e molicutes, sendo para tanto
necessaria a analise de novos genes marcadores, 0s quais tém sido usados com
sucesso para a caracterizagcdo molecular de fitoplasmas encontrados em varios outros
patossistemas (LEE et al., 2004; LEE et al., 2006; WEI et al., 2011; REN et al., 2014).

Em vista do exposto e visando ampliar os conhecimentos sobre o
enfezamento vermelho e péalido do milho, foi desenvolvido a presente pesquisa, a qual
teve por objetivos: i- avaliar a incidéncia do fitoplasma e do espiroplasma de forma
isolada e simultdnea em diversas localidades, situadas em distintas regides
brasileiras; ii- analisar a dindmica populacional de ambos os patdégenos na
colonizag&o do hospedeiro e sua relacdo com a expressao de sintomas; iii- explorar a
diversidade genética do fitoplasma, utilizando o promissor gene marcador

denominado SecY.
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2. INCIDENCIA ISOLADA E SIMULTANEA DE FITOPLASMA E DE
ESPIROPLASMA EM PLANTAS DE MILHO CULTIVADAS EM DIVERSOS
ESTADOS BRASILEIROS

RESUMO

Atualmente, com o aumento do cultivo do milho safrinha, os enfezamentos
vermelho e palido tém sido considerados as principais doencas da cultura. Um
grande surto de enfezamentos ocorreu nas safras de 2015 e se estendeu até as
safras atuais, causando danos expressivos na producédo de gréos e de sementes,
principalmente nas regifes do sudoeste de Goias, triangulo mineiro, estado de
Séo Paulo e oeste da Bahia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a distribuicdo e
a incidéncia de fitoplasma e de espiroplasma associados aos enfezamentos em
localidades situadas em diversos estados brasileiros. Amostras com sintomas de
enfezamentos foram coletadas em diferentes regides geograficas e submetidas a
extracdo de DNA total. Em seguida, foram realizadas reacdes de PCR multiplex,
com dois pares de primers, para a deteccao dos referidos patégenos. Um total de
110 plantas foram analisadas e 89 foram positivas para a presenca dos patdégenos,
isoladamente ou em conjunto. Valores de incidéncia de 40%, 35% e 25% foram
encontrados para fitoplasma, espiroplasma e associacdo de ambos,
respectivamente. A predominancia na ocorréncia de um ou de outro patégeno foi
variavel em funcdo da localidade onde foi realizada a amostragem. Ficou
evidenciado que a temperatura pode ser um fator importante na frequéncia de
ocorréncia destes molicutes, pois o fitoplasma foi favorecido em locais de
temperaturas mais amenas, enquanto o espiroplasma foi predominante nas areas
de temperaturas relativamente mais elevadas. Os resultados gerados estendem o
entendimento sobre este patossistema e podem contribuir para melhorar a
eficiéncia da estratégia de manejo, principalmente no aspecto preventivo e no
direcionamento de programas de melhoramento, visando obtencéo de cultivares
resistentes especificas para determinadas regides brasileiras.

Palavras-chave: Enfezamento vermelho, Enfezamento pdlido, Mollicutes, Zea
mays

ABSTRACT

Currently, due the increase of the “second crop season” system, maize
bushy stunt and corn stunt has been considered as the main diseases of the crop.
A large outbreak of both types of stunt occurred in the 2015 crop and extended to
current harvests, causing significant damage in grain and seed production, mainly
in the southwestern regions of state of Goias, triangle region in the state of Minas
Gerais, the state of Sdo Paulo and the west region of the state of Bahia. The
objective of the present study was to evaluate the geographic distribution and
incidence of phytoplasma and spiroplasma associated with the diseases in various
corn areas situated in diverse Brazilian states. Symptomatic samples were
collected in distinct geographic areas and submitted to extraction of total DNA.
Multiplex PCR reactions were performed using two primers pairs for detection of
both pathogens. A total of 110 plants were analyzed and 89 were positive to the
presence of the pathogens. Incidence values of 40%, 35% and 25% were found
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respectively for phytoplasma, spiroplasma and both molicutes occurring
simultaneously. The predominance of one or the other pathogen ranged according
to the area where the samples were collected. In addition, it was evidenced that
the temperature may be an important factor influencing on the frequency of
occurring of these molicutes, since phytoplasma was favored in areas with mild
temperatures and spiroplasma was predominant in areas with temperatures
relatively higher. These results extend the comprehension about this pathosystem
and can to contribute to improve the efficiency of the strategy of management,
mainly in relation to prevention of the diseases as well as in relation to plant
breeding, aiming the development of resistant corn genotypes to be used in
specific Brazilian regions.

Keywords: Maize bushy stunt, Corn stunt, Mollicutes, Zea mays

2.1. Introducéao

Fitoplasmas e espiroplasmas sdo bactérias que pertencem a classe Mollicutes
e se caracterizam principalmente pela auséncia de parede celular (BEDENDO, 2011).
Ambos os patdgenos foram descobertos com o0 emprego de microscopia eletrénica de
transmissao (DOI et al., 1967; DAVIS et al., 1972). Doengas hoje sabidamente
causadas por fitoplasmas e por espiroplasmas foram anteriormente creditadas aos
virus, devido aos sintomas apresentados pelas plantas doentes e a forma de
transmissao por insetos (BERTACCINI et al., 2009). Atualmente, esses patégenos séo
responsaveis por causar duas das principais doencas da cultura do milho, o
enfezamento vermelho e o enfezamento palido, sendo 0s agentes causais 0
fitoplasma e o espiroplasma, respectivamente. Os enfezamentos podem ocorrer de
forma isolada ou conjunta na planta, pois ambos os patégenos sao transmitidos pelo
mesmo inseto vetor, a cigarrinha Dalbulus maidis (NAULT, 1980).

Na década de 1970, quando foi relatada a ocorréncia do enfezamento do
milho no Brasil, essa doenca foi considerada de importancia secundaria na cultura
(OLIVEIRA et al., 1998). Entretanto com o surgimento dos plantios de milho safrinha
(segunda safra), no inicio dos anos 80, a incidéncia dos enfezamentos aumentou
consideravelmente (OLIVEIRA et al., 2002). O principal motivo da alta incidéncia e
severidade dessas doencas estd relacionado as condicdes favoraveis ao
desenvolvimento dos patdégenos e do inseto-vetor. Além disso, com a implementacao
da segunda safra, comecou a ocorrer sobreposi¢cdo de ciclos das plantas devido a
variagdo na época e na data de semeadura, seja em decorréncia de atrasos na chuva

ou de conveniéncia de cada produtor (COELHO et al., 2017). Essa sobreposicao
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favorece a sobrevivéncia dos patégenos e da cigarrinha D. maidis e, como
consequéncia, ocorre migracao desse inseto dos cultivos mais velhos para os cultivos
jovens, disseminando a doenga no campo (OLIVEIRA et al., 2002).

Os sintomas mostrados por plantas portadoras dos enfezamentos sé&o
bastante semelhantes, sendo de dificil distingdo em condi¢cdes de campo dependendo
da cultivar de milho (OLIVEIRA et al., 2004). A planta doente pode apresentar
encurtamento dos internddios, proliferacédo de espigas, reducdo no porte e alteracbes
no desenvolvimento de espigas e de graos, os quais podem se apresentar pequenos,
manchados, frouxos na espiga ou chochos, devido ao seu enchimento incompleto
(OLIVEIRA et al., 2004). Massola e colaboradores (1999) observaram danos de 0,8%
na produtividade para cada 1% de aumento da incidéncia de plantas doentes.
Também foi relatado que as plantas severamente afetadas pela doenca podem morrer
precocemente (OLIVEIRA et al.,, 1998). Apesar da semelhanca, alguns sintomas
foliares podem distinguir os enfezamentos. Assim, o enfezamento palido pode
apresentar sintomas foliares que tipicamente incluem faixas esbranquicadas,
enguanto o enfezamento vermelho, como o proprio nome sugere, pode causar intenso
avermelhamento foliar (NAULT, 1980; MASSOLA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2004).

Alguns trabalhos foram realizados com a finalidade de avaliar a incidéncia dos
enfezamentos e verificar a predominancia entre fitoplasma e espiroplasma em
diferentes regides produtoras de milho no Brasil (OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003). Contudo, com o acentuado e rapido crescimento da
area cultivada com milho safrinha, gerando mais de uma safra por ano, grande
proliferacdo do milho tiguera, cultivo do milho irrigado e condi¢des climaticas atipicas,
altas severidades do enfezamento vermelho e palido tém sido relatadas pelos
produtores, demostrando uma mudanca no cenério dessas doengas no pais. Na
safrinha de 2015 ocorreu um grande surto de enfezamento, que se estendeu até as
safras de 2016 e 2017, principalmente no sudoeste do Estado de Goias, na regidao do
Tridngulo mineiro, no Estado de Sao Paulo e no oeste da Bahia. Esse surto causou
danos expressivos em areas de producdo de grdos e de sementes de milho e
confirmou a dificuldade de controle da doenca (SABATO, 2018).

E de grande interesse aumentar o entendimento sobre essas doencas,
sobretudo em relacdo a sua distribuicdo, incidéncia dos patégenos envolvidos no

patossistema e ocorréncia de fatores que favorecem o seu desenvolvimento. Este



16

trabalho visou avaliar a presenca de fitoplasma e de espiroplasma isoladamente, bem
como a ocorréncia simultanea de ambos, em plantas sintomaticas de milho coletadas

em diversas areas geograficas, pertencentes a distintos estados brasileiros.

2.2. Material e Métodos
2.2.1. Coleta das amostras

Amostras de plantas de milho com sintomas de enfezamento foram coletadas
em diferentes regides geogréaficas do Brasil no ano de 2017 (Figura 1). Nao foi feita
distincdo dos sintomas de enfezamento vermelho e de enfezamento palido, ou seja,
foram coletadas plantas que apresentavam qualquer sintoma de enfezamento como:
folhas avermelhadas, principalmente nas margens e/ou extremidades, a presenca de
estrias esbranquicadas iniciando-se na base das folhas, proliferacdo de espigas e/ou
reducao na altura da planta. O volume de material coletado foi variavel em funcao da
representatividade da area a ser amostrada. Um total de 110 amostras foram coletas
(Tabela 1) e as mesmas foram submetidas & extracdo de DNA e reacdo de PCR para

deteccédo dos patégenos.

Tabela 1. NUmero de amostras obtidas nos distintos locais de coleta

Local de coleta NUmero de amostras
Luis Eduardo Magalh&es - BA 11
Rio Verde - GO 14
Goiatuba - GO 7
Campo Alegre - GO 10
Janauba - MG 19
Patrocinio - MG 10
Sete Lagoas - MG 17
Mococa - SP 11
Casa Branca - SP 6

Paranapanema - SP 5
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* LUIS EDUARDO MAGALHAES - BA

RIO VERDE - GO

¥ GoIATUBA - GO

ol CAMPO ALEGRE - GO

o JANAUBA - MG

¥ PATROCINIO - MG
SETE LAGOAS - MG
MOCOCA - 5P

*CASA BRANCA - SP

¥ PARANAPANEMA - SP

Figura 1. Representacdo geografica dos locais de amostragem de plantas de milho com
sintomas de enfezamento

2.2.2. Extrac&o de DNA total

O DNA total das amostras foi extraido seguindo o protocolo CTAB, descrito
por DOYLE, 1990. Material vegetal de cada amostra (2 gramas) foi macerado com
nitrogénio liquido em almofariz de porcelana. Uma parte do macerado foi transferida
para microtubos de 1,5 mL e ao macerado foram adicionados 800 uL de tampéao de
extracdo 2X CTAB, acrescido de 2 pL de mercaptanol por mL de tampéao, a 60°C. O
material foi misturado com o uso de agitador do tipo vortex e, em seguida, incubado a
65 °C por 60 minutos. ApOGs a incubacdo, foram adicionados 600 pL de CIA
(cloroférmio-isoamilico, 24:1) em cada amostra, seguido de agitacdo em vortex até a
formacao de uma emulsao leitosa homogénea, a qual foi centrifugada a velocidade de
14.000 rpm durante 10 minutos. Os microtubos foram retirados da centrifuga
cuidadosamente, evitando perturbar a interface. Com auxilio de uma pipeta, a parte
superior foi transferida para um novo microtubo e a ela foram adicionados 540 uL de
isopropanol gelado (-20 °C). O conteudo dos novos microtubos foi misturado
gentilmente, para precipitar os acidos nucléicos, e incubado a -20°C por uma noite.
Apés essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, durante 10 minutos.

Em seguida, descartou-se o sobrenadante, tomando o devido cuidado para nao perder
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o precipitado (pellet). O precipitado foi lavado adicionando-se 1 mL de etanol 80%
para cada amostra, a qual foi incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Decorrida a lavagem, foram adicionados 500 pL de NaCl 1M para dissolucdo do
precipitado, com posterior incubacgédo a 4°C durante 60 minutos. Apd@s a incubacao, as
amostras foram centrifugadas novamente (14.000 rpm - 10 minutos) e o sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo, onde adicionou-se 350 uL isopropanol gelado
(-20 °C). Em seguida, a mistura foi incubada por uma noite a 4°C. A dltima etapa desse
protocolo consistiu em centrifugar as amostras (14.000 rpm - 10 minutos) e, em
seguida, descartar o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 80%,
durante 1 minuto, repetindo-se esse passo por duas vezes. O precipitado foi seco ao
ar a temperatura ambiente, sendo os microtubos abertos e invertidos sobre papel
toalha. O precipitado foi diluido em 100 pL de agua miliQ autoclavada e armazenado
a -20°C. A quantificacdo e verificacdo da qualidade do DNA foram feitas em

espectrofotdmetro (Nanodrop 1000 Thermo Scientific).

2.2.3. Reagéo de PCR multiplex

As amostras foram submetidas a reacfes de PCR multiplex, ou seja,
empregando-se ao mesmo tempo, no desenvolvimento da reacdo, iniciadores
(primers) universais para identificacdo do espiroplasma e do fitoplasma. Foram
utilizados o par de primers CSSF2 e CSSR6 (BARROS et al., 2001) para deteccao do
espiroplasma e R16F2 e R16R2 (LEE et al., 1995) para deteccédo do fitoplasma. Foi
utilizado como controle positivo para fitoplasma o DNA obtido de uma planta
sabidamente infectada pelo fitoplasma associado ao enfezamento vermelho do milho
e o controle positivo para espiroplasma foi representado por DNA extraido de planta
comprovadamente infectada por S. kunkelii, agente causal do enfezamento palido do
milho. No controle negativo foi utilizado agua. As sequéncias dos primers encontram-
se descritas a seguir:

CSSF2 - 5-GGCAAAAGATGTAACAAAAGT-3 (BARROS et al., 2001)

CSSR6 - 5-GTTACTTCAACAGTAGTTGCG-3' (BARROS et al., 2001)

R16F2 - 5' GAAACGACTGCTAAGACTGG 3' (LEE et al., 1998)

R16R2 - 5 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 3' (LEE et al., 1998)
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Essas reacOes foram processadas em um volume final de 25 pL, contendo: 1
UL de DNA diluido (50ng); 18,7 pL de agua miliQ autoclavada; 0,25 pL de cada
iniciador (primers); 2 uL de uma mistura de deoxinucleotideo trifosfato (solucéo 2,5
mM de cada deoxinucleotideo; 2,5 yuL de solugcédo tampdo 10X PCR e 0,17 pL de
Amplitaq 5U. pL*.

As reacbes de PCR multiplex foram realizadas nas condicfes descritas a
seguir: 94 °C durante 30 segundos; 94 °C durante 15 segundos, 50 °C durante 15
segundos e 72 °C durante 15 segundos por 35 ciclos; 72 °C durante 5 minutos. Os
produtos gerados pelo PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.

2.3. Resultados e Discussao

Os resultados das reacdes de PCR multiplex demostraram que das 110
amostras analisadas, 89 apresentaram resultados positivos, independentemente de
qgual patogeno foi detectado (Tabela 2). As amplificacdes evidenciadas no gel de
agarose permitiram diferenciar a presenca de fitoplasma, de espiroplasma e de ambos
0s patdgenos na mesma planta, por meio do tamanho do fragmento amplificado.
Fragmentos gendmicos de, aproximadamente, 1.200pb e 500pb demonstraram a

presenca de fitoplasma e de espiroplasma, respectivamente (Figura 2).

Tabela 2. NUmero de plantas sintomaticas positivas e negativas quanto a deteccdo de
fitoplasma e espiroplasma em amostragens realizadas nos diversos locais de coleta

Plantas

Local de coleta infectadas Planta_s Infectadas Infe_cgao Negativo
fitoplasma espiroplasma mista

Rio Verde - GO 4 3 4 3
Campo Alegre - GO 1 2 1 3
Goiatuba - GO 2 4 4 0
Patrocinio - MG 3 2 2 3
Sete Lagoas - MG 13 0 0 4
Janauba - MG 3 8 6 2
Mococa - SP 5 1 3 2
Casa Branca - SP 2 1 1 2
Paranapanema - SP 2 1 1 1
Luis E. M. - BA 1 9 0 1
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Figura 2. Gel de agarose referente as amplificacfes de fragmentos gendmicos nas reacdes
de PCR multiplex. As amostras 1 e 2; e 3 e 4 indicam plantas infectadas isoladamente por
fitoplasma e por espiroplasma, respectivamente. As amostras 5 e 6 apresentam infecgéo
mista por ambos os patdgenos. As designacbes +F e +E correspondem aos controles
positivos para fitoplasma e controle positivo para espiroplasma, respectivamente. As
designacoes (-) e M representam controle negativo (agua) e marcador molecular 1kb Plus
DNA Ladder

A presenca isolada de fitoplasma e de espiroplasma, bem como a presenca
conjunta desses patogenos foi revelada em 40%, 35% e 25% das amostras positivas,
respectivamente. Estes resultados confirmaram a associacdo constante dos dois
patdbgenos com as plantas sintomaticas de milho coletadas nos diversos locais
amostrados. Além disso, evidenciaram alta incidéncia de plantas doentes infectadas
pelos dois patdgenos, caracterizando a infeccdo mista. Dentre todas as amostras
coletadas, 21 plantas apresentaram resultados negativos para a deteccdo do
fitoplasma e espiroplasma. Algumas limitacdes quanto a deteccdo desses patdgenos
em plantas sintomaticas foram relatadas anteriormente e, possivelmente, estdo
relacionadas com a distribuicdo desuniforme dos mesmos no hospedeiro, em razao
da idade em que a planta foi infectada (OLIVEIRA et al., 2002). A idade do tecido
amostrado e a qualidade do DNA extraido também s&o fatores que contribuem para a
ocorréncia de resultados negativos.

Um estudo, realizado por OLIVEIRA et al., 2002, demostrou que nas safras
de milho de 1999 e 2000 as incidéncias de fitoplasma e de espiroplasma foram de,
respectivamente, 47,2% e 53,2%; no entanto, apenas 5,8% das plantas estavam
infectadas por ambos o0s patdgenos. Esses resultados comparados com os resultados

do presente estudo mostram um aumento expressivo na porcentagem de plantas
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infectadas simultaneamente pelo fitoplasma e pelo espiroplasma ao longo dos anos,
além de ressaltarem a importancia da infeccdo mista nesse patossistema. E
interessante ressaltar, no entanto, que ainda faltam informacdes sobre as
consequéncias deste tipo de infeccdo no desenvolvimento da doenca e,
consequentemente, nos danos a produtividade da cultura. Relatos de infeccdo mista
em patossistemas envolvendo virus tém indicado que este tipo de infec¢cdo promove
maiores danos do que a simples soma dos danos causados por cada um dos
patdégenos isoladamente (BACK et al., 2002).

A alta incidéncia da infeccdo mista pode ser reflexo das mudangas que vém
ocorrendo na cultura do milho ao longo do tempo, onde a sucessédo de cultivos
proporciona maior permanéncia de plantas no campo, as quais servem de
alimentagao para o inseto vetor. Isto aumenta as chances de aquisicdo de ambos o0s
patégenos e, consequentemente, provoca maior disseminacdo dos mesmos. A
eficiéncia de transmissédo dos patdégenos e mudancas na populacdo da cigarrinha do
milho podem ser fatores importantes que contribuiram para o aumento da infeccéo
mista nos ultimos anos. Um estudo, realizado no México, relatou que em algumas
regibes do pais foram observadas mudancas na morfologia do corpo das fémeas de
D. maidis, as quais apresentavam um tamanho corporal maior (MOYA-RAYGOZA et
al., 2007). Essa caracteristica conferia a essas cigarrinhas melhor adaptacdo para
colonizar a planta, estender sua sobrevivéncia e aumentar sua capacidade de
dispersar os patdgenos. Uma mudanca na populacdo dos patégenos também pode
ter ocorrido ao logo dos anos, selecionando variantes mais agressivos e que se
adaptam melhor as novas condi¢cdes de cultivo da cultura do milho. Alia-se a estes
fatores as mudancas climaticas, sobretudo do fator temperatura, que tem sido
apontado como possivel causa do agravamento dos danos causados pelos
enfezamentos, por favorecer o desenvolvimento dos patdégenos (OLIVEIRA et al.,
2009).

Nesse estudo ficou demostrado que as incidéncias de fitoplasma, de
espiroplasma e de ambos é variavel em funcéo dos locais de amostragem (Tabela 2
e Figura 3). Os resultados demostraram a presenca de infeccdo mista em todas as
regides de coleta, com excecédo de Sete Lagoas (MG) e Luis Eduardo Magalhaes (BA).
A incidéncia de fitoplasma foi maior que espiroplasma na maioria das regides
amostradas, entretanto Campo Alegre (GO), Goiatuba (GO), Janauba (MG) e Luis

Eduardo Magalhdes (BA) apresentaram incidéncia maior de plantas infectadas por



22

espiroplasma. A predominancia do espiroplasma em relagdo ao fitoplasma foi
previamente reportada em levantamentos conduzidos na regido sudoeste de Goias
(OLIVEIRA et al., 2002). Os autores do referido trabalho também observaram que na
regido de Sete Lagoas (MG) e de Capédo Bonito (SP) a porcentagem de plantas
infectadas por fitoplasma foi maior quando comparada a porcentagem de plantas

portadoras de espiroplasma.

= % INFECCAOQ FITOPLASMA
1 % INFECCAD ESPIROPLASMA
= % INFECCAQ MISTA

-4
F- o [==] =
= = =] (=]

[
=

Forcentagem de plantas infectadas

Local de coleta

Figura 3. Porcentagem de plantas infectadas com fitoplasma, com espiroplasma e com
ambos os patdgenos em amostras coletadas em diversos locais

Os resultados aqui obtidos sugerem a ocorréncia de uma correlacdo entre a
predominéancia de um patdgeno sobre o outro em funcédo da temperatura. Com base
em dados do INMET, as regides de maior incidéncia de espiroplasma apresentaram
temperaturas anuais médias de 25°C a 30°C, enquanto o fitoplasma predominou nas
regides de temperaturas mais amenas, variaveis entre 18°C e 22°C.

Vérios trabalhos ja relacionaram a predominancia de um patégeno ou de outro
em funcao da temperatura do ambiente (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2005
OLIVEIRA et al., 2003). Temperaturas médias acima de 17°C a noite e de 27°C
durante o dia se mostraram favoraveis ao desenvolvimento dos enfezamentos,
principalmente pela maior e mais rapida multiplicacéo dos patdgenos tanto nas plantas

como nas cigarrinhas vetoras (OLIVEIRA et al., 2007).
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Contudo, estudos evidenciaram que temperaturas em torno de 31°C durante
o dia e 25°C durante a noite foram mais favoraveis ao desenvolvimento do
espiroplasma, tanto nas plantas de milho como no inseto-vetor (OLIVEIRA et al.,
2002). Sendo assim, segundo estes Ultimos autores, as temperaturas mais altas
favorecem o desenvolvimento do espiroplasma em detrimento do fitoplasma,
enguanto temperaturas mais amenas teriam um efeito negativo sobre a multiplicacao
do espiroplasma, implicando na predominancia do fitoplasma. Um estudo realizado no
estado do Parana reforca a hipotese de que temperaturas amenas sao desfavoraveis
ao espiroplasma, uma vez que no levantamento realizado somente foram identificadas
plantas infectadas por fitoplasma (OLIVEIRA et al., 2003),

Em outros paises onde ambos os tipos de enfezamento sdo considerados
relevantes para a cultura, também tém sido relatadas a predominancia de um
patdégeno sobre o outro, em fun¢do dos locais de baixa e alta altitude. No México, um
estudo demostrou que a presenca de espiroplasma em plantas de milho e na
cigarrinha D. maidis era mais comum em locais de baixa altitude, onde normalmente
predominam temperaturas mais elevadas (MOYA-RAYGOZA et al, 2007).
Anteriormente a este estudo, dois trabalhos revelaram que a ocorréncia do
espiroplasma era mais frequente em regides de planicie, onde se situavam areas
abaixo de 1000 m de altitude (DAVIS, 1973; BAJET, 1989). Indiretamente, LOPEZ-
PEREZ e colaboradores (2016) confirmaram esta tendéncia, relatando somente a
presenca de fitoplasma em é&reas de alta atitude, localizadas na regido sudeste do
México.

As informagdes geradas no presente trabalho ampliam o conhecimento sobre
este importante patossistema, no sentido de melhorar a eficiéncia no manejo de
ambos os tipos de enfezamento. Além disto, estas informa¢des poderéo auxiliar no
direcionamento de programas de melhoramento genético, visando a obtencdo de
genotipos resistentes, especificamente em relacdo as caracteristicas climéticas e a
predominancia na incidéncia de um ou outro patégeno nas diversas regides

produtoras de milho.
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2.4. Concluséao

Fitoplasma e espiroplasma isoladamente, ou em conjunto, foram detectados,
em propor¢cdes similares, em associacdo com plantas de milho que apresentam
sintomas de enfezamento, amostradas em diversos estados brasileiros;

A predominancia de fitoplasma ou de espiroplasma foi variavel de acordo com
a area de milho amostrada em diferentes localidades do territério nacional,

O fator climatico temperatura foi determinante na predominéancia de um
patégeno sobre o outro, sendo o fitoplasma favorecido por faixas de temperaturas
mais amenas (18°C e 22°C), enquanto espiroplasma foi mais frequentemente

encontrado em locais de temperaturas relativamente mais elevadas (25°C a 30°C).
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3. ANALISE DA DINAMICA POPULACIONAL DO FITOPLASMA E DO
ESPIROPLASMA ASSOCIADOS AOS ENFEZAMENTOS DO MILHO E SUA
RELACAO COM A EXPRESSAO DE SINTOMAS

RESUMO

No Brasil, as doengas conhecidas como enfezamentos causados por
molicutes tém resultado em danos relevantes a producao de milho. Os agentes
causais do enfezamento vermelho e do enfezamento pélido, respectivamente, um
fitoplasma e um espiroplasma, sao transmitidos pela cigarrinha Dalbulus maidis e
colonizam os vasos de floema. Atualmente, além da incidéncia isolada de cada
um dos patdgenos, as infec¢cbes mistas, induzidas pela presenca simultanea de
ambos em uma mesma planta, vém aumentando expressivamente. Por esta
razao, torna-se importante aumentar os conhecimentos sobre a multiplicacdo, em
tempo real, destes procariotos durante o processo de colonizagdo das plantas,
bem como sua relacdo com a expressdo de sintomas. Com este objetivo,
inoculagbes foram conduzidas com cigarrinhas infectivas, de modo a se obter
plantas portadoras de ambos os patégenos, de forma isolada ou simultanea.
Periodicamente, amostras de tecido foliar foram obtidas das plantas infectadas e
submetidas a analise em PCR em tempo real, para quantificacdo de cada
patégeno. As avaliagbes revelaram que o espiroplasma ocorreu em maior
concentracao do que o fitoplasma, independentemente da infecgcéo ser isolada ou
conjunta. Para ambos os tipos de infeccdo, os ensaios evidenciaram aumento na
concentracdo desse patégeno com o0 passar do tempo; evidéncia esta nao
demonstrada para o fitoplasma. Esses resultados sugerem possivel ocorréncia de
competicdo por nutrientes entre os patdgenos, durante a colonizagdo dos vasos
do floema. Com relagé@o a expresséo de sintomas, plantas com infec¢éo isolada
causada por fitoplasma e por espiroplasma exibiram sintomas tipicamente
induzidos por cada um destes patdgenos. No entanto, em plantas com infec¢céo
mista foi observada a predominéncia de avermelhamento foliar, um sintoma tipico
de fitoplasma.

Palavras-chave: Enfezamento vermelho, Enfezamento palido, Zea mays,
Mollicutes

ABSTRACT

In Brazil, corn stunt diseases caused by mollicutes have provoked serious
damage to maize production. The causal agents of the maize bushy stunt and corn
stunt, respectively, a phytoplasma and a spiroplasma, are transmitted by the
leafhopper Dalbulus maidis, and inhabit the phloem vessels. Currently, in addition
to isolated incidence of each pathogen, mixed infection, induced by the
simultaneous presence of both colonizing the same plant, is expressively
increasing. Thus, it is important to understand better about the multiplication of
these prokaryotes, in real time, as well as its relation with symptoms expression by
the plant. In order to this, inoculations were performed using infective leafhoppers
for to get single and mixed infection. Periodically, samples from leaf tissues were
collected from infected plants and its DNA was submitted to analysis in real time
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PCR. The results revealed that the spiroplasma presented higher concentration
than phytoplasma regardless of the type of infection that was occurring. An
increase in the concentration of this pathogen can be noted over time in both types
of infection. The same does not occur for the phytoplasm, where its concentration
remains practically the same throughout the time of evaluation. These results
suggest that competition for nutrients may occur among pathogens when they are
colonizing the phloem vessels. Regarding the expression of symptoms, plants with
isolated infection caused by phytoplasma and spiroplasma exhibited symptoms
typically induced by each pathogen. However, plants with mixed infection showed
predominance of leaf reddening, a standard symptom caused by phytoplasma.

Keywords: Maize bushy stunt, Corn stunt, Zea mays, Mollicutes

3.1. Introducéao

Os enfezamentos vermelho e palido do milho sdo doencas associadas,
respectivamente, ao fitoplasma ‘Candidatus’ Phytoplasma asteris e ao espiroplasma
Spiroplasma kunkeli (NAULT, 1980). Essas doencas causam danos elevados na
produtividade e possuem ampla ocorréncia nas principais regiées produtoras no Brasil
(COTA et al., 2017). Ambos os patdégenos sao transmitidos, de forma isolada ou
simultanea, pela cigarrinha do milho Dalbulus maidis, cuja relacdo patdégeno-vetor é
do tipo persistente propagativa, ocorrendo um periodo de laténcia entre a aquisi¢éo e
0 inicio da transmissdo (NAULT, 1980).

No Brasil, aléem da infeccdo causada por fitoplasma e por espiroplasma
isoladamente, tem sido relatado um aumento na frequéncia de ocorréncia de infeccao
mista por esses patdgenos (dados capitulo anterior). No entanto, faltam estudos sobre
esse tipo de infeccdo gerando varios questionamentos, principalmente em relacéo a
expressao de sintomas, efeito sobre a produtividade e a interacdo entre ambos 0s
patogenos presentes no mesmo hospedeiro. Um experimento realizado para
evidenciar a provavel competicado entre o fitoplasma e o espiroplasma foi conduzido
por meio de inoculagdes dos patdgenos via vetor e posterior deteccdo qualitativa dos
mesmos nas plantas hospedeiras (OLIVEIRA et al., 2007). O referido experimento
revelou maior frequéncia de ocorréncia do espiroplasma na colonizacéo das plantas,
durante o periodo de duracdo do ensaio. O referido estudo levantou também a
hipotese de que a interferéncia de um patdégeno sobre o outro poderia, inclusive,
ocorrer no desenvolvimento dos mesmos quando ainda presentes no corpo do inseto
vetor. Esta interacdo entre os patdgenos talvez possa explicar a diversidade na

expressao de sintomas, sendo estes, as vezes, mais relacionados com os sintomas
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induzidos por fitoplasma (avermelhamento foliar) e, outras vezes, mais semelhantes
agueles causados por espiroplasma (estrias esbranquicadas nas folhas), sobretudo
em funcéo das condic¢des climaticas e dos gendtipos de milho (OLIVEIRA et al., 2012).
Outro estudo nesta linha de pesquisa foi desenvolvido por Oliveira e colaboradores
(2015), os quais relataram que no Brasil, em plantas de milho infectadas por ambos
0s patogenos, ocorre predominancia de sintomas do tipo induzidos por espiroplasma
(estrias esbranquicadas). Segundo esses autores, uma hipotese para explicar a maior
expressao dos sintomas causados por espiroplasma seria a multiplicacdo mais rapida
desse patdgeno na planta, em relacdo a multiplicacéo do fitoplasma.

As hipéteses levantadas nos trabalhos mencionados necessitam de
complementacdo, no sentido de demonstrar efetivamente que durante a fase de
colonizagcdo ocorre maior nimero de células de um patégeno do que do outro, em
tempo real. Para tanto, uma inovacao tecnolégica, denominada de PCR em tempo
real (QPCR) pode auxiliar nesse tipo de investigacdo. A técnica de gPCR vem
ganhando espaco nos laboratérios de pesquisa por apresentar como caracteristica a
geracao de resultados quantitativos. Essa nova técnica permite o acompanhamento
da colonizacdo da planta em tempo real, gerando resultados mais precisos e rapidos,
guando comparada com a aplicacdo da técnica de PCR convencional, a qual
apresenta somente resultados qualitativos (NOVAIS; ALVES, 2004). Trabalhos
envolvendo a utilizacdo da técnica de gqPCR, para deteccdo e quantificacdo de
fitoplasmas e de espiroplasmas em seus hospedeiros tém sido relatados para diversos
patossistemas, como, por exemplo, "Candidatus Phytoplasma phoenicium” em raizes
e folhas de plantas de pessegueiro e nectarineira; fitoplasmas causadores da ‘doenca
X' quantificados em cerejeira; agente causal da doenga, “bois noir” em videira,
declinio da pereira, amarelo das fruteiras de caroco; e Spiroplasma citri em plantas de
citros (WEI et al., 2006; HREN et al., 2007; GALETTO; MARZACHI, 2010; HUANG et
al., 2014; JAWHARI et al., 2015; WANG et al., 2015).

Assim, com base nos relatos de literatura e tendo em vista a necessidade de
aumentar o conhecimento sobre as infec¢des mistas em plantas de milho, o presente
estudo visou analisar a dindmica populacional do fitoplasma e do espiroplasma
inoculados isolada e simultaneamente em milho, e sua relagdo com a expressao dos

sintomas.
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3.2. Material e Métodos
3.2.1. Desenho experimental e inoculacdo dos fitopatégenos

Esse experimento foi realizado em casa de vegetacdo na sede da Embrapa
Milho e Sorgo, localizada em Sete Lagoas, MG. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com seis repeticbes, sendo a parcela experimental
constituida por um vaso com uma planta. Foram realizados quatro tratamentos, sendo
eles: inoculacéo com fitoplasma; inoculagédo com espiroplasma; inoculacao simultanea
com fitoplasma e com espiroplasma e um tratamento adicional testemunha,
constituido por plantas submetidas a alimentacdo de cigarrinhas sadias, néo
infectantes. O ensaio foi sequencialmente repetido com a finalidade de confirmar os
dados, garantindo maior confiabilidade.

A parcela experimental foi constituida por um vaso contendo 5 Kg de solo e
uma planta de milho pipoca, cultivar IAC 125. Sete dias apdés a semeadura, foram
processadas as inocula¢des. Para isso, cigarrinhas da espécie D. maidis infectantes
com fitoplasma, cigarrinhas infectantes com espiroplasma e cigarrinhas sadias, nédo
infectantes, foram confinadas em plantas de milho por meio de gaiolas de tela voil.
Uma cigarrinha foi confinada em cada planta, de acordo com os tratamentos
previamente estabelecidos. No entanto, para o tratamento de infeccdo mista, cada
planta foi submetida a inoculacéo utilizando-se uma cigarrinha infectante com cada
patogeno isoladamente. A obtencdo das populacdes de cigarrinhas infectantes e
sadias foi feita de acordo com a metodologia descrita por OLIVEIRA et al., 2004.

As cigarrinhas foram mantidas nas plantas durante cinco dias,
correspondendo ao periodo de acesso a inoculacdo. Apés esse periodo, as plantas
foram levadas para caixa de manipulacdo, contendo lampadas fluorescentes, e as
cigarrinhas foram coletadas e armazenadas a 80°C negativos. As plantas foram

retornadas e mantidas em casa de vegetagcao durante toda a duracéo o ensaio.

3.2.2. Coleta das amostras

A primeira coleta das amostras foi feita aos 15 dias apds a inoculagao (DAI).
A folha mais jovem completamente expandida de cada planta foi coletada e

armazenada a temperatura de 80 graus negativos, para posterior andlise de
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guantificacdo dos patdgenos por meio de qPCR. As amostragens seguintes foram
feitas aos 30 e aos 45 dias apOs a inoculacdo (DAI), adotando-se procedimento
idéntico aquele realizado na primeira coleta (folna mais jovem completamente

expandida).

3.2.3. Extracao de DNA total

O DNA total das amostras foi extraido seguindo o protocolo CTAB, descrito
por DOYLE, 1990. Material vegetal de cada amostra (2 gramas) foi macerado em
nitrogénio liquido em almofariz de porcelana. Uma parte do macerado foi transferida
para microtubos de 1,5 mL e ao macerado foram adicionados 800 pL de tampéao de
extracdo 2X CTAB, acrescido de 2 pL de mercaptanol por mL de tampéao, a 60°C. O
material foi misturado com em agitador do tipo “vortex” e, em seguida, incubado a
65°C por 60 minutos. ApGs a incubacdo, foram adicionados 600 pL de CIA
(cloroférmio-isoamilico, 24:1) em cada amostra, seguido de agitacado em “vortex” até
a formacdo de uma emulséo leitosa homogénea, a qual foi centrifugada a velocidade
de 14.000 rpm durante 10 minutos. Os microtubos foram retirados da centrifuga
cuidadosamente, evitando perturbar a interface. Com auxilio de uma pipeta, a parte
superior foi transferida para um novo tubo, e a ela foram adicionados 540 pyL de
isopropanol gelado (-20°C). Os volumes dos novos microtubos foram misturados
gentilmente para precipitar os acidos nucléicos, e incubados a -20°C negativos, por
uma noite. ApOs essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, durante
10 minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante, tomando o devido cuidado
para nao perder o precipitado (“pellet”). O precipitado foi lavado adicionando-se 1 mL
de etanol 80% para cada amostra, a qual foi incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Decorrida a lavagem, foram adicionados 500 uL de NaCl 1M, onde o
precipitado foi dissolvido, seguido de incubagédo a 4°C durante 60 minutos. ApGs a
incubacéo, as amostras foram centrifugadas novamente (14.000 rpm - 10 minutos) e
o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, onde adicionou-se 350 uL
isopropanol gelado (-20°C). Em seguida, a mistura foi incubada por uma noite a 4°C.
A Ultima etapa desse protocolo consistiu em centrifugar as amostras (14.000 rpm - 10
minutos) e, em seguida, descartar o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 mL
de etanol 80%, durante 1 minuto, repetindo-se esse passo por duas vezes. O

precipitado foi seco ao ar a temperatura ambiente, sendo os microtubos abertos e
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invertidos sobre papel toalha. O precipitado foi diluido em 100 pL de agua miliQ
autoclavada e armazenado a 20°C negativos. A gquantificacdo e verificacdo da
qualidade do DNA foram feitas em espectrofotdmetro (Nanodrop 1000 Thermo

Scientific).

3.2.4. Quantificacdo dos patégenos em tecido foliar por meio de PCR

guantitativo

As reagdes de qPCR foram conduzidas com o par de iniciadores (“primers”)
uniRNAF/uniRNAR para quantificagcdo do fitoplasma (HREN et al.,, 2007) e o par
sk104F/sk104R para quantificacdo do espiroplasma (WEI et al., 2006).

As sequéncias dos iniciadores encontram-se descritas a seguir:

UniRNA- F- 5 AAA TAT AGT GGA GGT TAT CAG GGA TAC AG 3’ (HREN
et al., 2007)

UniRNA- R- 5 AAC CTA ACA TCT CAC GAC ACG AAC T 3’ (HREN et al.,
2007)

sk104- F: 5" CGTTGTTGAACCCGCAGTCAACTT 3' (WElI et al., 2006)

sk104- R: 5" ACAACAAGCATACCCGCACCTTTG 3' (WEl et al., 2006)

As reacOes foram realizadas em placas de 96 pocos, em termociclador 7500
FAST. Foi utilizado o Kit Platinum SYBR® GEEN gPCR SUPER MIX UDG -
Invitrogen. Cada 25 L de reacao foi composta por 100ng de DNA vegetal (2 pL de
DNA diluido), 12,5 uL de Supermix (1X), 0,5 pL de cada primer, 0,5 uL de ROX (1:10)
e 9 uL de agua miliQ autoclavada. Para amplificacdo do DNA de fitoplasma, o
termociclador foi programado para as seguintes condi¢cdes: 10 minutos a 95°C, 45
ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Para espiroplasma, a amplificacao
foi conduzida sob as seguintes condi¢des: 2 minutos a 95°C, 45 ciclos de 15 segundos
a 95°C e 45 segundos a 68°C. O DNA extraido de planta sadia de milho e a agua
foram utilizados como controles negativos. O controle positivo para fitoplasma foi
representado por DNA obtido de planta portadora do fitoplasma associado ao
enfezamento vermelho do milho, representante do grupo 16Srl-B. O controle positivo
para espiroplasma foi representado por DNA extraido de planta comprovadamente
infectada por S. kunkelii, agente causal do enfezamento pélido do milho. Uma curva

padréo de diluicdo de DNA para cada patdgeno foi gerada com o objetivo de relacionar
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os valores de Ct (Treshold cycle) das reacdes de gPCR com diferentes concentracdes
de DNA puro dos patégenos. Esta curva padrao permitiu estimar a concentracao de
DNA de fitoplasma e de espiroplasma presente nas amostras de DNA das folhas de
plantas de milho.

Na construcdo da curva padrdo de ambos os patégenos foram utilizadas as
concentracfes de 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01ng, 0,001 ng de DNA do patdégeno por
reacdo. As reacbes foram realizadas em duplicatas. Os valores de Ct foram
primeiramente transformados para numero de copias de fitoplasma e de espiroplasma
por 100 ng de DNA total, com base na determina¢&o de uma curva padrdo. Para isto,
foi usada a férmula: Numero de copias de fitoplasma-espiroplasma/100ng DNA total
= [concentracdo de DNA do plasmideo (g/ pL)] / [(tamanho do clone em pb x peso
médio de 1pb DNA) x unidade de massa atémica (g/u)]. O tamanho do clone foi
considerado a soma do peso molecular do plasmideo + inserto, sendo o peso médio
de 1pb de DNA igual a 649 e a massa atdomica por unidade foi considerada 1,6605 x
102*g/u (BARIC et al., 2011; APPLIED BIOSYSTEMS, 2009). Em seguida, foi obtida
uma curva padrdo que relaciona esses diferentes valores de numeros de copias de
fitoplasma/espiroplasma com seus respectivos valores de Ct (Cycle treshold) (Figura
4).

As variaveis obtidas através dessa correlacdo foram utilizadas na andlise de
comparacao de meédias pelo teste de Tukey. As analises de variancia foram realizadas
no programa Assistat versao 7.7, 2014 (SILVA, 2014).
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Figura 4. Curva padrédo de correlacdo entre concentracdes conhecidas de DNA (numero de
copias de fitoplasma/espiroplasma) e valores de Ct. (Y= Ct da amostra e X= log niumero
de cépias de fitoplasma espiroplasma/100ng de DNA)

3.2.5. Avaliagdo da expressao dos sintomas

Aos 45 dias apos a inoculacao, todas as plantas foram avaliadas com relacao
a expressao de sintomas foliares resultantes de infec¢cao por ambos os patogenos. A
presenca de avermelhamento foliar na margem e/ou apice das folhas foi considerado
como sintoma de infeccdo por fitoplasma, enquanto a ocorréncia de estrias
esbranquicadas, iniciando-se na base das folhas, foi adotada como sintoma de

infeccdo por espiroplasma (OLIVEIRA et al., 2002).

3.3. Resultados e Discussao

Todas as amostras analisadas, com excec¢éo daquelas usadas como controle,
representadas por plantas submetidas a alimentacdo de cigarrinhas néo infectantes,
apresentaram resultados positivos quando submetidas a reacdo de gPCR, nos
ensaios conduzidos em duplicata. Excec¢éo feita as amostras coletadas aos 15 DAI,
as analises revelaram que o espiroplasma apresentou, significativamente, maior
concentracdo de células no tecido vegetal em comparacdo com o fitoplasma,
independentemente de ser a infeccdo do tipo isolada ou mista (Figura 5 e 6; Tabela
3). Estes resultados s&o concordantes com relatos feitos anteriormente, segundo os
quais, foi evidenciada, por meio de PCR convencional, a maior frequéncia de
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ocorréncia de plantas portadoras de espiroplasma, quando estas plantas foram
submetidas a inoculagdo com ambos os patogenos (OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA
et al., 2002).

A comparacdo de médias revelou diferenga significativa no aumento da
concentracéo do espiroplasma para os dois tipos de infec¢do, considerando-se os
valores obtidos aos 15 DAI e 45 DAI. No ensaio 1, os valores variaram de 3,87 a 7,98
log do numero de copias de células/100 ng DNA total para infeccéo isolada e de 2,76
a 7,39 log do numero de copias de células/100 ng DNA total para infeccdo mista
(Tabela 3). No ensaio 2, os valores variaram de 4,52 a 8,36 log do niUmero de copias
de células/100 ng DNA total para infeccao isolada e de 4,56 a 8,19 log do numero de

copias de células/100 ng DNA total para infeccdo mista (Tabela 3).
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Figura 5. Log do numero de cépias de fitoplasma e de espiroplasma detectadas em 100 ng
de DNA total de milho (média total) em infeccédo isolada ao longo de 15, 30 e 45 dias apds
a inoculacéo (DAI) no ensaio 1. Tipo de infecgéo: Fit.ISO = fitoplasma infeccéo isolada;
Esp. ISO = espiroplasma infec¢éo isolada; Fit. MIS = fitoplasma infeccdo mista e Esp.MIS
= espiroplasma infec¢@o mista. As barras representam o erro padrao da média



36

—+—Fit. ISO —#—Esp. ISO Fit. MIS = Esp. Mis

10

9

8
(/)]
£ 7
3
© s
% T
g s —
D
§ 4

1

o 3 =
o
-

2

1

0

15 30 45

DIAS APOS A INOCULAGCAO

Figura 6. Log do numero de cépias de fitoplasma e de espiroplasma detectadas em 100 ng
de DNA total de milho (média total) em infecc¢ao isolada ao longo de 15, 30 e 45 dias apés
a inoculacdo (DAI) no ensaio 2. Tipo de infec¢éo: Fit.ISO = fitoplasma infeccao isolada;
Esp. ISO = espiroplasma infec¢éo isolada; Fit. MIS = fitoplasma infec¢cédo mista e Esp.MIS
= espiroplasma infec¢@o mista. As barras representam o erro padrdo da média

A concentracdo de células do fitoplasma néo diferiu significativamente ao
longo das avaliacBes no ensaio 1, tanto para infeccéo isolada como infeccdo mista,
considerando-se os valores obtidos nas analises conduzidas com as amostras
coletada aos 15 e 45 DAI (Tabela 3). No entanto, no ensaio 2 houve diferenca
significativa na concentracdo do patégeno para ambos os tipos de infec¢do. Neste
caso, aos 45 dias apos a inoculacédo (DAI), a concentracdo do patdgeno se mostrou
maior quando comparada com as concentracfes encontradas aos 15 DAI, variando
de 3,78 a 4,92 log numero de copias de células /100 ng DNA total na infeccao isolada
e 3,57 a 5,06 log numero de copias de células/100 ng DNA total na infeccdo mista
(Tabela 3).

Quando se realizou a comparacao entre os tratamentos de infeccao isolada e
mista de ambos os patégenos ao longo do tempo, foi possivel observar que nos dois
ensaios realizados o0s resultados se comportaram de maneira semelhante,
confirmando assim os dados apresentados nesse trabalho. Aos 15 DAI, a
concentracdo tanto de fitoplasma como de espiroplasma néo diferiu estatisticamente
para ambas as formas de infeccao (Tabela 3).

Aos 30 DAI a concentracdo do espiroplasma em infeccéo isolada apresentou

significativamente maior concentragdo do que em infeccdo mista (Tabela 3). Esse
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resultado sugere que, o espiroplasma, quando presente em infecgao mista, pode estar
sofrendo algum tipo de competicéo por parte do fitoplasma. Entretanto, aos 45 DAI a
concentracdo do espiroplasma, nos dois tipos de infeccdo, ndo mostrou diferenca
significativa (Tabela 3). Isto evidencia que, apesar da sua concentragao ter sido menor
aos 30 DAI na infec¢do mista, o patdgeno conseguiu, de alguma forma, compensar
essa diferenca. O fitoplasma, por sua vez, ndo mostrou diferenca significativa em
relacdo a concentracdo, considerando-se todos os periodos de analise (15, 30 e 45
DAI), nos dois tipos de infeccéo (Tabela 3). Este resultado sugere que esse patégeno
nao sofreu qualquer tipo de competicdo, quando ocorreu infec¢cdo simultanea com o

espiroplasma, na mesma planta.

Tabela 3. Concentracdes de fitoplasma e de espiroplasma em infeccdo isolada e mista,
detectadas em plantas de milho (média total) via gPCR nos trés periodos de avaliacédo
(15, 30 e 45 dias ap6s a inoculagéo - DAI), nos ensaios 1 e 2. Tipo de infeccdo: Fit.ISO =
fitoplasma infec¢do isolada; Esp. ISO = espiroplasma infeccdo isolada; Fit. MIS =
fitoplasma infeccdo mista e Esp.MIS = espiroplasma infec¢céo mista. *Concentragéo = log
numero de copias/100ng DNA total

ENSAIO 1
DAI (dias ap6s a inoculacao)

Tipo de infecg¢éo 15 30 45
Esp. IS 3,87 Ab 7,57 Aa 798 Aa
Esp. IM 2,76 Ac 6,06 Bb 739 Aa
Fit. IS 3,01 Aa 2,90 Ca 353 Ba
Fit. IM 2,85 Aa 2,92 Ca 365 Ba
ENSAIO 2
DAI (dias ap6s ainoculacéao)
Tipo de infeccéo 15 30 45
Esp. IS 452* Ab 753 Aa 836 Aa
Esp. IM 456 Ac 6,20 Bb 8,19 Aa
Fit. IS 3,78 Ab 432 Cab 492 Ba
Fit. IM 357 Ab 377 Cb 506 Ba

*As médias seguidas pela mesma letra (mindscula) na mesma linha néo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey a
5% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra (mailscula) na mesma coluna nao diferem entre si de acordo
com o teste de Tukey a 5% de probabilidade

Um dos objetivos da presente investigacdo foi aumentar o conhecimento

sobre a dinamica populacional de fitoplasma e de espiroplasma inoculados

conjuntamente na mesma planta. Os resultados revelaram predominancia da
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concentracdo de espiroplasma em relagcdo ao fitoplasma no tecido vegetal. Uma
possivel justificativa para este fato seria a ocorréncia de caracteristicas distintas
existentes entre estes microrganismos, principalmente aquelas relacionadas ao
metabolismo. E interessante citar que BRZIN e colaboradores (2011) propuseram um
modelo de patogenicidade para estes molicutes fitopatogénicos. Segundo esses
autores, quando esses patdgenos sao inoculados isoladamente pelo inseto vetor no
floema das plantas ocorre uma competicdo entre o patdogeno e 0 hospedeiro
principalmente por frutose e, possivelmente, por outros agucares envolvidos na via
glicolitica. Essa competicéo faz com que a planta comece a utilizar a sacarose como
fonte de energia, devido a falta das moléculas de frutose. Isso leva ao aumento na
taxa de respiracao, ocorrendo um aumento no consumo de oxigénio. Nesse caso, a
planta passa a sobreviver numa condicdo de baixa concentracdo de oxigénio,
levando-a a realizar o processo de fermentacdo. Esse processo é bem menos
energético e faz com que a planta ndo consiga bombear moléculas de sacarose para
as células companheiras do floema, onde ocorre a quebra da mesma em glicose e
frutose. Consequentemente, ocorrem alteracdes na concentracdo da sacarose e
inibicdo da translocacao da seiva pelos vasos do floema. Os fitoplasmas possuem um
dos menores genomas comparados aos seus ancestrais, com o tamanho de 680 a
1.600 kb, o que implica na auséncia de varias rotas metabdlicas (BAI et al., 2006).
Esse patdgeno apesar de ser um importante agente causal de doencas, perdeu ao
longo do tempo varios genes responsaveis por vias metabdlicas de padrbes
relevantes, resultado da evolucéo redutiva resultante da vida parasitaria intracelular
em ambientes ricos em nutrientes (BERTACCINI, 2017). Ja o espiroplasma, em
especial S. kunkelii, apresenta maior nUmero de genes que séo responsaveis pela
biossintese de aminoacidos, regulacao da transcricdo e genes de transporte e ligacao
ao envelope celular e ao DNA (ZHAO et al., 2003). Esse patdgeno também apresenta
caracteristicas bioquimicas importantes como fermentagdo da glicose e possui um
completo conjunto de genes envolvidos na glicdlise. Acredita-se que o principal
mecanismo de producdo de energia do S. kunkelii seja através da fermentacédo dos
acucares presentes nas plantas que estéo infectando e, com o melhor aproveitamento
dessas moléculas, esse patdogeno consegue produzir mais energia e,
consequentemente, se multiplicar rapidamente (GASPARICH, 2010).

A avaliacéo dos sintomas expressos pelas plantas, aos 45 DAI, mostrou que,

todas as plantas submetidas a inoculacdo com fitoplasma isoladamente exibiram
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sintomas de avermelhamento foliar, enquanto todas aquelas submetidas a inoculacao
com espiroplasma apresentaram sintomas tipicos de estrias esbranquicadas (Tabela
4).

Os sintomas observados nas plantas inoculadas com um e outro patégeno,
separadamente, sao tipicos de cada molicute e coincidentes com a sintomatologia
descrita em hospedeiros infectados por estes procariotos (Nault, 1980). Em relacao
as plantas inoculadas simultaneamente com fitoplasma e com espiroplasma, o0s

resultados estéo apresentados na Tabela 5.

Tabela 4. Sintomas foliares exibidos pelas plantas de milho submetidas a inoculacdo com
fitoplasma e com espiroplasma, avaliados aos 45 dias ap6és a inoculacao, nos dois ensaios
realizados. + (expressao do sintoma) — (ndo expressao do sintoma)

ENSAIO 1
In_ocula(;,ao Expresséo sintomas Ino_cula(;ao Expressao sintomas
Fitoplasma Espiroplasma
Avermelhamento Estrias Avermelhamento Estrias
Planta foliar esbranquicadas Planta foliar esbranquicadas
1 + - 1 - +
2 + - 2 - +
3 + - 3 - +
4 + - 4 - +
5 + - 5 - +
6 + - 6 - +
ENSAIO 2
Inoculacéo E . Inoculacéo .
: Xpresséo sintomas . Expressao sintomas
Fitoplasma Espiroplasma
Avermelhamento Estrias Avermelhamento Estrias
Planta foliar esbranquicadas Planta foliar esbranquicadas

+ - - +

COUDAWNE
+ 4+ + + +
1
oA WNE
1
+ 4+ + + +
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Tabela 5. Sintomas foliares exibidos pelas plantas de milho submetidas a inoculagéo
simultanea com fitoplasma e com espiroplasma, avaliados aos 45 dias ap6s a inoculacao,
nos dois ensaios realizados. + (expressao do sintoma) — (ndo expressao do sintoma)

ENSAIO 1
Expressdo de sintomas
Planta Avermelhamento foliar Estrias esbranquicadas
1 + -
2 + -
3 - +
4 + +
5 + -
6 + -
ENSAIO 2
Expresséo de sintomas
Planta Avermelhamento foliar Estrias esbranquicadas
1 + -
2 + -
3 + +
4 + -
5 - +
6 - +

No ensaio 1, das seis plantas inoculadas, quatro apresentaram somente
sintomas de avermelhamento foliar, uma planta mostrou somente sintomas de estrias
esbranquicadas nas folhas e uma planta exibiu os dois tipos de sintomas foliares. No
ensaio 2, trés plantas apresentaram somente sintomas de avermelhamento foliar,
duas plantas mostraram somente estrias esbranquicadas nas folhas e uma das

plantas apresentou avermelhamento e estrias esbranquicadas nas folhas (Figura 7).

S

Figura 7. Sintomas exibidos pelas plantulas de milho submetidas a inoculacao com fitoplasma
e com espiroplasma simultaneamente. A - Avermelhamento foliar, B - Estrias
esbranquicadas e C - Avermelhamento foliar e estrias esbranquicadas
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Esses resultados levantam a hipotese de que apesar do fitoplasma estar em
menor concentracdo na planta do que o espiroplasma, o mesmo se manifesta
predominantemente através da expresséo dos sintomas, pois a maioria das plantas
guando submetidas a inoculagdo com ambos os patdégenos, apresentaram sintomas
de avermelhamento foliar, sintoma esse que estd mais associado as infec¢cbes
causadas por fitoplasma (Nault, 1980). O avermelhamento é interpretado como
decorrente do acumulo de antocianina nas folhas, onde o fitoplasma promove um
aumento do contetdo de compostos fendlicos, gerado como mecanismo de defesa da
planta (JUNQUEIRA et al., 2004).

Entretanto, um trabalho realizado por OLIVEIRA e colaboradores (2002)
relatou que os sintomas causados pela inoculacéo simultanea com fitoplasma e com
espiroplasma, em plantulas de milho, podem variar entre amarelecimento ou
avermelhamento foliar e estrias esbranquicadas, dependendo da cultivar. Os
resultados de OLIVEIRA e colaboradores (2002) mostraram que para as cinco
diferentes cultivares testadas (D766, C855, Pop Zélia, BR 3123, BR201) quando as
mesmas foram submetidas a inoculacdo somente com fitoplasma, ndo houve a
manifestacdo de sintomas do tipo estrias foliares esbranquicadas, mas somente
avermelhamento e amarelecimento foliar, assim como nos resultados apresentados
nesse trabalho. No entanto, quando essas mesmas cultivares foram submetidas a
inoculacdo somente com espiroplasma e com ambos 0s patdgenos, parte das plantas
mostrou sintomas de avermelhamento, parte mostrou sintomas de estrias
esbranquicadas e parte mostrou amarelecimento. Apesar da maioria das cultivares,
guando submetidas a inoculacdo somente com espiroplasma, apresentarem sintomas
de estrias esbranquicadas, foi possivel observar que para a cultivar C855 e BR3123
sintomas de avermelhamento foliar foram predominantes nas das plantas que foram
submetidas ao mesmo tipo de inoculagdo, ndo permitindo concluir que o sintoma de
avermelhamento foliar seja atribuido exclusivamente aos fitoplasmas.

Sendo assim, os resultados da presente investigacdo nao permitem concluir
gue o avermelhamento foliar expresso nas plantas onde ocorreu a infeccao mista seja
atribuido exclusivamente a infeccéo causada por fitoplasma. No presente trabalho, as
plantas submetidas a inoculagéo isoladamente com fitoplasma e com espiroplasma
demostraram a ocorréncia de relacdo entre a infeccdo por um patdgeno ou outro e a

expressao de sintomas tipicos; no entanto, a presenca de avermelhamento e de
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estrias esbranquicadas foram observados para a inoculagdo simultdnea dos

patogenos.

3.4. Conclusao

A concentracao de espiroplasma foi maior em relag&o ao fitoplasma, tanto na
infeccdo isolada quanto na infec¢cdo mista;

Plantas submetidas a inoculacdo isoladamente com fitoplasma ou
espiroplasma exibiram sintomas tipicos correspondentes a cada um dos patdégenos;

Plantas submetidas a inoculagdo com ambos os patdgenos apresentaram a

predominancia do sintoma de avermelhamento foliar.
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4. CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DO FITOPLASMA
ASSOCIADO AO ENFEZAMENTO VERMELHO DO MILHO COM BASE NOS
GENES 16S rRNA E SecY

RESUMO

O enfezamento vermelho do milho é causado por um fitoplasma
classificado, com base no gene 16S rRNA, como pertencente ao subgrupo 16Srl-
B. No Brasil, o agente do enfezamento vermelho também foi classificado como
sendo um membro desse subgrupo, ha vinte anos atras. Até o momento, nenhuma
investigagao foi realizada com a finalidade de avaliar a ocorréncia de variabilidade
genética dentro deste fitoplasma, ou mesmo a existéncia de um fitoplasma distinto
deste subgrupo associado a doenca. Estas suspeitas talvez pudessem explicar os
surtos de incidéncia do enfezamento vermelho do milho nos ultimos anos. Por esta
razdo, foi realizado o presente trabalho, que teve como objetivo caracterizar
molecularmente o fitoplasma responsavel pela doenca, presente em diferentes
regides brasileiras, com base nos genes 16S rRNA e SecY. Este Ultimo gene esta
sendo muito utilizado em estudos mais refinados que visam a classificacdo deste
tipo de patdgeno, por apresentar somente uma copia N0 genoma e possuir uma
sequéncia nucleotidica menos conservada que aquela do 16S rRNA. A
metodologia envolveu a coleta de plantas sintomaticas em dez areas geogréficas
distintas, onde foram relatados surtos da doenca nas ultimas safras de milho. Apés
0 processo de extragdo, o DNA total de cada amostra foi submetido as reacdes
de PCR convencional, usando-se primers apropriados para a deteccdo do
fitoplasma. Fragmentos gendmicos de 1,2 Kb e 1,4 Kb foram amplificados a partir
dos genes 16S rRNA e SecY, respectivamente. Os produtos de PCR foram
clonados, sequenciados e submetidos a analise de RFLP in silico. As sequéncias
obtidas foram também usadas para analise filogenética. Os resultados revelaram
a presenca do fitoplasma do subgrupo 16Srl-B em todas as amostras analisadas,
sendo esta constatacdo demonstrada tanto pelas analises de RFLP virtual, como
pela arvore filogenética. As analises conduzidas com o gene SecY, evidenciaram
maior variabilidade genética em relagdo ao gene 16S rRNA. Neste caso, foi
possivel a distincdo de diversos variantes entre os isolados analisados, apesar de
todos estarem relacionados com o subgrupo secY(l)-L, cujo representante é o
fitoplasma do enfezamento vermelho do milho. O estudo da filogenia também
demostrou que isolados coletados em localidades geograficamente proximas
foram reunidos em um mesmo grupo, indicando uma estreita relacéo filogenética
entre eles.

Palavras-chave: Candidatus phytoplasma asteris, Identificacdo molecular,
Mollicutes, Zea mays

ABSTRACT

Maize bushy stunt disease is caused by a phytoplasma belonging to the
16SrI-B subgroup, based on the 16S rRNA gene. In Brazil, the causal agent of the
disease has also classified as a member of this subgroup, in study conducted
twenty years ago. Since this time, no investigation has been developed in order to
evaluate the occurrence of genetic variability in this phytoplasma or even the
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existence of a distinct phytoplasma associated with the disease. These suspicious
probably may justify outbreaks of incidence of the maize bushy stunt reported in
the recent years. For this reason, it was performed the present work aiming the
molecular characterization of the phytoplasma associated with the disease present
in different Brazilian regions, using the genes 16S rRNA and SecY. The gene SecY
has been employed for fine genetic differentiation of this type of pathogen, due the
occurrence of a single copy in the phytoplasma genome and its nucleotide
sequences less conserved than those present in the gene 16S rRNA. In relation to
methodology, symptomatic plants were collected in ten distinct geographic areas,
where disease outbreaks were reported in the last corn crop. Total DNA was
extracted from each sample and submitted to conventional PCR using
appropriated primers for detection of the phytoplasma. Genomic fragments of 1.2
Kb and 1.4 kB were amplified from genes 16S rRNA and SecY, respectively. PCR
products were cloned, sequenced, and submitted to in silico RFLP analysis. These
sequences were also used for phylogenic analyses. The results revealed the
presence of phytoplasma of 16Srl-B subgroup in all the samples and the
phylogenetic tree confirmed the results obtained with virtual RFLP. The analysis
conducted with the SecY gene evidenced a higher genetic variability compared to
the 16S rRNA gene. In this case, it was possible the distinction of variants among
the isolates analyzed, although all the isolates were related to the reference strain
of the secY(l)-L subgroup, previously related as the representative of the maize
bushy stunt phytoplasma. The phylogeny also demonstrated that the isolates from
nearby areas were grouped in the clade, indicating a closed relation among them.

Keywords: Candidatus phytoplasma asteris, Molecular identification, Mollicutes,
Zea mays

4.1. Introducéo

A caracterizagdo molecular dos fitoplasmas para fins taxondmicos é realizada,
principalmente, com base no gene 16S rRNA (LEE; DAVIS, 2000). Este tipo de
procedimento € adotado, pois estes patdégenos sdo extremamente fastidiosos e
dificilmente cultivAveis em meio de cultura. A dificuldade de cultivo impossibilita a
determinacdo de suas caracteristicas morfologicas e fisiolégicas, as quais sao
exigidas como critérios para a classificacdo taxondmica de microrganismos na forma
binomial latina. Provisoriamente, a classificacdo vem sendo feita com base nas
caracteristicas moleculares, sendo as espécies putativas precedidas pelo termo
“Candidatus” (LEE; DAVIS, 2000).

O gene 16S rRNA, apesar de altamente conservado entre 0s procariotos, é
utilizado para a classificacao dos fitoplasmas em diferentes grupos e subgrupos (LEE
et al., 1998; WEI et al., 2007). Assim, utilizando-se as técnicas de PCR (“Polimerase
Chain Reaction”) e de RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphisms”), padrdes
de restricdo sdo gerados pela digestdo enzimatica das sequéncias nucleotidicas

correspondentes a esse gene. As similaridades e as distincbes entre os padroes



47

coletivos de restricdo permitem alocar os fitoplasmas em grupos e subgrupos ja
descritos, ou mesmo, em Novos grupos ou subgrupos ainda nédo relatados na literatura
(WEI et al.,, 2007). No entanto, atualmente, os estudos epidemiologicos vém
demonstrando que estirpes (variantes genéticos) de fitoplasmas estédo intimamente
relacionadas e associadas a varios cultivares de uma mesma espécie plantada em
diferentes regides geograficas (LEE et al., 2006). Visando melhor entendimento sobre
as doencas causadas por esses patdgenos, é de relevante interesse identificar estas
estirpes e relaciona-las aos seus nichos ecoldgicos. Contudo, muitas vezes, essas
estirpes ndo podem ser diferenciadas com base somente na analise das sequéncias
nucleotidicas do gene 16S rRNA (WEI et al., 2011). Diante dessa dificuldade,
pesquisadores estdo buscando novos genes marcadores para promover uma fina
diferenciagcao de estirpes de fitoplasmas molecularmente relacionados. Dentre estes
genes, esta sendo bastante explorado o gene SecY, o qual tem se mostrado altamente
promissor para a identificacdo mais refinada de variantes genéticos dentro da
diversidade encontrada entre os fitoplasmas (MARCONE, 2014; LEE et al., 2010).
Diversos trabalhos ja evidenciaram a maior capacidade de diferenciacéo de linhagens
de fitoplasmas por meio da analise molecular do gene SecY (LEE et al., 2004; LEE et
al., 2006; WEI et al., 2011; REN et al., 2014). Especificamente para os fitoplasmas
pertencentes ao grupo 16Srl, estudos conduzidos com o gene SecY revelaram a
ocorréncia de dez linhagens geneticamente distintas daquelas até entédo classificadas
com base no gene 16S rRNA (Lee et al, 2006). Em concordéancia com os achados
para fitoplasmas representantes do grupo 16Srl, outras pesquisas tém demonstrado
a utilidade do gene SecY para a diferenciacdo genética mais precisa entre fitoplasmas,
por suas sequéncias serem menos conservadas do que aquelas componentes do
gene 16S rRNA (LEE et al., 2006; LEE et al., 2010; WEI et al., 2010; REN et al., 2014).

O fitoplasma do milho, ‘Candidatus’ Phytoplasma asteris, foi classificado no
grupo 16Srl, subgrupo B (16Srl-B) com base na andlise do gene 16S rRNA, em
amostras coletadas na América do Norte (LEE et al., 1998). Analises conduzidas no
Brasil revelaram que o fitoplasma responséavel por causar o enfezamento vermelho
também pertence ao grupo 16Srl-B (BEDENDO et al.,, 1997). Seguindo as novas
tendéncias de identificacdo baseadas em outros genes marcadores, especialmente o
gene SecY, é possivel especular a possivel ocorréncia de variantes genéticos dentro
da populacao do fitoplasma do milho presente no agroecossistema brasileiro. Sédo

pontos favoraveis a essa suposi¢ao a incidéncia progressiva da doenca ao longo dos
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anos e, consequentemente, aumento da populacdo do patdgeno, além da expanséo
do cultivo de milho para novas areas geograficas, aumentando as chances de se

detectar possiveis variantes genéticos dentro da populacao nativa.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material Vegetal

Amostras de plantas de milho com sintomas de enfezamento foram coletadas
em distintas localidades situadas em diferentes regides geograficas do Brasil (Figura
8).

* LUIS EDUARDO MAGALHAES - BA

RIO VERDE - GO

o GolaTuBA - GO

oy cAMPO ALEGRE - GO

9 JANAUBA - MG

e PATROCINIO - MG
SETE LAGOAS - MG
MOCOCA - 5P

*CASA BRANCA - SP

¥ PARANAPANEMA - SP

Figura 8. Regides geograficas de procedéncia das amostradas utilizadas para a identificagdo

molecular de possiveis variantes genéticos do fitoplasma associado ao enfezamento
vermelho do milho

Um total de 110 amostras foram coletadas em dez localidades (Tabela 6),
sendo cada amostra individualmente submetida a extracdo de DNA total, o qual foi
usado nas reagdes de PCR convencional, visando a detec¢ao do fitoplasma associado
ao enfezamento vermelho do milho.
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Tabela 6. NUmero de amostras obtidas nos distintos locais de coleta

Local de coleta NUumero de amostras
Luis Eduardo Magalhdes - BA 11
Rio Verde - GO 14
Goiatuba - GO 7
Campo Alegre - GO 10
Janauba - MG 19
Patrocinio - MG 10
Sete Lagoas - MG 17
Mococa - SP 11
Casa Branca - SP 6
Paranapanema - SP 5

4.2.2. Extracao DNA total

O DNA total das amostras foi extraido seguindo o protocolo CTAB, descrito
por DOYLE, 1990. Material vegetal de cada amostra (2 gramas) foi macerado com
nitrogénio liquido em almofariz de porcelana. Uma parte do macerado foi transferida
para microtubos de 1,5 mL e ao macerado foram adicionados 800 pL de tampéao de
extragdo 2X CTAB, acrescido de 2 pL de mercaptanol por mL de tampéo, a 60°C. O
material foi misturado com o uso de agitador do tipo vortex e, em seguida, incubado a
65°C por 60 minutos. Apdés a incubacédo, foram adicionados 600 pL de CIA
(cloroférmio-isoamilico, 24:1) em cada amostra, seguido de agitacdo em vortex até a
formacéo de uma emulsao leitosa homogénea, a qual foi centrifugada a velocidade de
14.000 rpm durante 10 minutos. Os microtubos foram retirados da centrifuga
cuidadosamente, evitando perturbar a interface. Com auxilio de uma pipeta, a parte
superior foi transferida para um novo microtubo e a ela foram adicionados 540 uL de
isopropanol gelado (-20°C). O conteddo dos novos microtubos foi misturado
gentilmente, para precipitar os acidos nucléicos e incubado a -20°C por uma noite.
Apés essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, durante 10 minutos.
Em seguida, descartou-se o sobrenadante, tomando o devido cuidado para nao perder
o precipitado (pellet). O precipitado foi lavado adicionando-se 1 mL de etanol 80%
para cada amostra, a qual foi incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Decorrida a lavagem, foram adicionados 500 pL de NaCl 1M para dissolucdo do
precipitado, com posterior incubacao a 4°C durante 60 minutos. Apés a incubacéo, as
amostras foram centrifugadas novamente (14.000 rpm - 10 minutos) e o sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo, onde adicionou-se 350 pL isopropanol gelado

(-20 °C). Em seguida, a mistura foi incubada por uma noite a 4°C. A dltima etapa desse
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protocolo consistiu em centrifugar as amostras (14.000 rpm - 10 minutos) e, em
seguida, descartar o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 80%,
durante 1 minuto, repetindo-se esse passo por duas vezes. O precipitado foi seco ao
ar a temperatura ambiente, sendo os microtubos abertos e invertidos sobre papel
toalha. Finalmente, o precipitado foi diluido em 100 uL de agua miliQ autoclavada e
armazenado a -20°C. A quantificacdo e verificacdo da qualidade do DNA foram feitas

em espectrofotometro (Nanodrop 1000 Thermo Scientific).

4.2.2.1. Amplificagdo do gene 16S rRNA

Para a detecc¢éo de fitoplasma por meio da técnica de duplo PCR, dois pares
de primers foram utilizados para amplificar a regido do gene 16S rRNA. Na primeira
reacao foram utilizados os iniciadores universais P1/P7 (LEE et al., 1998). O produto
amplificado por esses primers foi usado na segunda reacéo, na qual foi empregado o
par R16F2n/R16R2. Estes ultimos iniciadores amplificam uma sequéncia nucleotidica
de aproximadamente 1.2 Kb do DNA gendémico de fitoplasmas (LEE et al., 1998). Foi
utilizado como controle positivo o DNA extraido de uma planta infectada pelo
fitoplasma associado ao enfezamento vermelho do milho e no controle negativo
utilizou-se agua.

Cada reacéao foi processada em um volume final de 25 uL, contendo: 1 uL de
DNA diluido (50ng); 18,7 yL de agua miliQ autoclavada; 0,5 pL de cada iniciador
(primers); 2 uL de uma mistura de deoxinucleotideo trifosfato (solu¢do 2,5 mM de cada
deoxinucleotideo; 2,5 pyL de solucdo tampédo 10X PCR e 0,17 uL de Amplitaq 5U. pL
L. Para ambos os iniciadores foram utilizadas as mesmas condi¢ces de amplificacéo,
ou seja: 35 ciclos de 1 minuto a 94°C para a etapa de desnaturacao do acido nucléico;
2 minutos a 50°C para o anelamento dos primers e 3 minutos a 72°C para a fase de
extensao. Inicialmente aos 35 ciclos, ocorreu uma etapa de 1 minuto a 94°C, e, no seu
final, uma etapa de 7 minutos a 72°C. Os produtos gerados pelo duplo PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e tampao TBE 0,5X.

As sequéncias dos primers que foram utilizados encontram-se descritas a

seqguir:

P1 -5 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 3' (LEE et al., 1998).
P7 -5 CGTCCTTCATCGGCTCTT 3' (LEE et al., 1998).
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R16F2n - 5 GAAACGACTGCTAAGACTGG 3' (LEE et al., 1998).
R16R2 - 5 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 3' (LEE et al., 1998).

4.2.3. Amplificagdo do gene SecY

Foi utilizada a técnica de duplo PCR para a amplificacdo do gene SecY. A
primeira reacéo de PCR foi processada com o par de primers L15F1/MapR1 (LEE et
al., 2010), enquanto a segunda, foi conduzida com os primers AYsecYF1/AYsecYR1
(LEE et al., 2006). Para ambas reagdes um volume final de 50 pL foi preparado,
contendo os seguintes componentes: 1 yL do DNA total; 37,50 yL de agua miliQ; 1,0
ML de cada primer (concentragao de 20 pmol/ yL); 5 uL de solugéo tampao 10 X PCR;
4 uL de uma mistura de deoxinucleotideo trifosfato (solugdo 2,5mM de cada
deoxinucleotideo) e 0,5 uL de GeneAmp® High fidelity PCR system (Thermofisher). O
controle positivo foi representado pelo DNA extraido de uma planta infectada pelo
fitoplasma associado ao enfezamento vermelho do milho e como controle negativo foi
utilizado agua. O termociclador foi programado, para ambas as reacdes de PCR, para
38 ciclos, sendo que cada ciclo compreendeu as seguintes etapas: 30 segundos a
94°C para desnaturacdo do acido nucléico, 1 minuto a 50°C para anelamento dos
primers e 5 minutos a 68°C para extenséo da fita de DNA. Etapas complementares
foram incluidas, sendo uma de desnaturacéao inicial de 1 minuto a 94°C e uma etapa
de extensédo final de 10 minutos 72 °C. Os produtos gerados pelo PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e tampéao TBE 0,5X.

As sequéncias dos primers que foram utilizados encontram-se descritas a
sequir:

L15-F1 -5 CTT CTG GTA AAG GAC ATA AAG G 3' (LEE et al., 2010).

Map-R1- 5' GGT TCT TCG TGC AAT TGC AAA CC 3' (LEE et al., 2010).

AYsecYF1 - 5 CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGG 3' (LEE et al., 2006).

AYsecYRL1 - 5 CAGAAGCTTGAGTGCCTTTACC 3' (LEE et al., 2006).

4.2.4. Purificacado dos produtos de PCR

Os fragmentos gendmicos amplificados na segunda reacdo de PCR,
correspondentes aos genes 16S rDNA e SecY, foram purificados com o uso do
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produto QIAquick PCR Purification (Qiagen), seguindo as recomendacgbes do
fabricante.

Para cada 1 volume do produto de PCR foram adicionados 5 volumes do
tampédo PB (Qiagen) em um microtubo de 2mL. A amostra e o tampdo foram
misturados e aplicados na coluna QIAquick Spin acoplada a um tudo coletor e, entéo,
centrifugados por 1 minuto a 13.000 rpm. O liquido que passou pela coluna foi
descartado e a coluna colocada no mesmo tubo coletor. Um volume de 750 pL do
tampao de lavagem PE (Qiagen) foi adicionado a coluna, seguido de centrifugacéo
por 1 minuto a 13.000 rpm. O liquido que passou pela coluna foi novamente
descartado e uma nova centrifugacao foi realizada para garantir que néo restassem
residuos de etanol. Apds essa nova centrifugacao, a coluna foi colocada em um novo
tudo coletor e, em seguida, adicionados 50 pL do tampéo de eluigdo EB (Qiagen) no
centro da coluna. A coluna foi centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm e o DNA

transferido para um novo microtubo. O DNA purificado foi armazenado a -20°C.

4.2.5. Clonagem dos genes

Para realizar a clonagem, os fragmentos purificados de DNA de 1200 pb e
1400pb correspondentes aos genes 16S rRNA e SecY, respectivamente, foram
inseridos no vetor pGEM®- T Easy Vector System Il (Promega) e clonados em
Escherichia coli da estirpe JM109 High Efficiency Competent Cells. Para a insercéo
do DNA ao plasmideo, processo chamado de ligacéo, foram utilizados 2,5 uL do DNA
purificado, 1 pL do vetor (25 ng. uL?), 5 pL de tampdo ligase 2X e 1 puL de T4ADNA
ligase (3 U. uL?), e 0,5 pL de agua deionizada autoclavada (miliQ), compondo uma
mistura de 10 pL, a qual foi colocada em um microtubo e armazenada por 12 horas a
4°C.

No processo de transformacédo, a insercdo do vetor nas células competentes
da E. coli foi conduzida colocando-se 3 uL do produto de ligacdo em 50 pL de células
competentes. A mistura foi incubada no gelo por 30 minutos. Em seguida, essa mistura
foi submetida a um choque térmico, por incubacdo a 42°C por 50 segundos e,
imediatamente, colocada no gelo durante 2 minutos. Apos o choque térmico, foram
adicionados as células transformadas 300 pL de meio de cultura SOC (1% de triptona,
0,5% extrato de levedura, 8,5 mM NacCl, 2,5 mM de KCI, 0,001 mM MgCl, 0,02 mM de

glicose e agua até completar o volume de 1000 mL). A mistura foi mantida sob
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agitacdo a 200 rpm, por 2 horas a 37°C. Apos este periodo, 80, 50, 25 e 10 pL da
suspensao de células transformadas foram plaguedos em meio LB (1% de triptona,
0,5% extrato de levedura, 1% de NaCl, 1,6% de agar), contendo ampicilina, X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosida) e IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosida), nas concentraces finais de 100 mg.mL?, 4% e 20%,
respectivamente. As colénias foram incubadas a 37°C por 12 horas. As coldnias
transformadas, caracterizadas por apresentarem a cor branca, foram transferidas para
tubos Falcon (Polypropylene Round-Bottom Tubes) de 25 mL contendo o meio liquido
terrific Broth - TB (1,2 % de triptona, 2,4 % extrato de levedura, 0.4% Glicerol, 17 mM
fosfato de potassio, monobasico (KH2P0O472), 72 mM fosfato de potassio, dibasico
(K2HPO4) e pH 7.0) e ampicilina 100 mg.mL. Em seguida, procedeu-se a incubacéo
a 37°C por 12 horas, sob agitacéo a 200 rpm.

A partir das bactérias clonadas, foi realizada a extracdo do plasmideo
contendo os fragmentos de DNA do fitoplasma. A extracdo foi realizada com o kit
comercial Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit (BIO-RAD), de acordo com as
recomendacgOes do fabricante. Para a confirmacdo da presenca do fragmento
gendmico do fitoplasma no plasmideo, foi realizada uma reacao de PCR com o par de
primer T7/SP6. O fragmento gendmico clonado foi sequenciado.

4.2.6. Sequenciamento e analise das sequéncias dos genes 16S rRNA e
SecY

Os plasmideos contendo os clones foram sequenciados pela empresa
Macrogen (USA), usando o par de primers universais SP6/T7. As sequéncias obtidas
foram analisadas através dos programas computacionais de construcdo Bio Edit
V.7.0.9.0 (HALL, 1999) e andlise de sequéncias (Multiple Sequence Alignment —
CLUSTALW).

4.2.7. Andlise de RFLP in silico

O programa pDraw32 V.1.1.110 (AcaClone Software) foi utilizado para analise
dos mapas de sitios putativos de restricdo das sequéncias dos genes 16Sr rRNA e
SecY. Para o gene 16S rRNA foi simulada uma digestao virtual com 17 enzimas

previamente determinadas: Alul, BamHlI, Bfal, BstUl, Dral, EcoRlI, Haelll, Hhal, Hinfl,
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Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal, Sspl e Tagl (WEI et al., 2008). Para o gene SecY
foi adicionada as referidas enzimas, a enzima Tps509I (LEE et al., 2010). O fragmento
do 16Sr DNA utilizado estava de acordo com os critérios estabelecido pelo IRPCM
(2004) e o fragmento do SecY estava de acordo com os critérios descritos por WEI e
colaboradores (2011). Apos a digestéo in silico, foi gerada uma imagem simulada de
eletroforese em gel de agarose 3%.

O calculo dos coeficientes de similaridade (F) foi feito com base nos padrées
de restricdo correspondentes ao fitoplasma presente nas plantas de milho, os quais
foram contrastados com padrfes de restricdo tipicos de fitoplasmas representantes
de diversos subgrupos (Tabela 7). A formula utilizada para esse calculo foi descrita
por NEI e LI (1979), representada pela equacao: F= 2Nxy/(Nx+Ny), onde Nx e Ny
representam o numero total de bandas no perfil de cada fitoplasma resultante da
digestdo com enzimas e Nxy é o numero de bandas compartilhadas pelos dois

fitoplasmas. As bandas de até 50 pb foram consideradas para os calculos.

4.2.8. Analise Filogenética

Uma arvore filogenética foi construida usando-se as sequéncias nucleotidicas
da regido do 16S rRNA e SecY do fitoplasma encontrado nas plantas de milho e
sequéncias de fitoplasmas representantes de diversos subgrupos dos grupos 16Srl e
secY(l). A arvore foi organizada empregando-se o programa MEGA 5.0 (TAMURA et
al., 2011). Como raiz foi utilizada a sequéncia nucleotidica do microrganismo
Acholeplasma laidlawii. Na construg&o da arvore filogenética foi utilizado o método de
agrupamento Neighbour-joining e o teste Bootstrapping foi processado 1.000 vezes,
para garantir a confiabilidade da posicédo dos ramos. Os fitoplasmas cujas sequéncias
nucleotidicas foram utilizadas na construcdo da arvore para ambos 0s genes estao

listados na Tabela 7.
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Tabela 7. Sequéncias nucleotidicas dos genes 16S rRNA e Sec Y de fitoplasmas
representantes dos subgrupos dos grupos 16Srl e SecY (), depositadas no GenBank, e
usadas para o calculo dos valores de coeficiente de similaridade (F) e construcédo da
arvore filogenética

n° n°

Nome da doenca 16Srl GenBank Nome da doenca Sec Y () GenBank
Tomato Big Bud 16Srl-A AF222064° Tomato Big Bud secY(l)-A  AY803178°
Maize Bushy Stunt 16Srl-B AY265208! Primrose virescence secY(l)-B  AY803176°
Clover Phyllody 16Sr-C AF222065° Clover Phyllody secY()-C  AY803179°
Pa”'owg:ric\)’th'mhe S 16Sr-D  AY265206° Paulownia Whitche's Broom  secY(])-D  AY803184°3
Blueberry Stunt 16Srl-E AY265213% Blueberry Stunt secY()-E  AY803169°
Apricot cFr;g)"r oicleal  1ssiE  AY265211°  Apricot Chiorotic Leaf Roll  secY()-F  AY803182°
Strawberry Multiplier 16Srl-K U96616° Strawberry Multiplier secY(l)-K  AY803180°
Onion Proliferation 16Srl-L  GU223209° Maize Bushy Stunt secY()-L  AY803175°
Valeriana Yellows 16Sr-M  AY102273? Gray Dogwood Stunt secY()-M  AY8031713

Soybean Aster Yellows  16Srl-O  AF268405°  Apricot Chlorotic Leaf Roll secY()-N  AY803166°
Aster Yellows 16Sr-P  AF503568° - -

Cherry Little Leaf 16Srl-Q  AY034089° - - -
Cherry Bunchy Leaf 16Sr-R  HM067754° - - -
Lilac Little Leaf 16Srl-S  HMO067755° - - -
Azalea Little Leaf 16Srl-T  HQ285917° - - -
Potato Purple Top 16Srl-V  FJ914642° - - -
Acholeplasma laidlawii - CP000896*

*Informagdes baseadas nas referéncias a seguir: 1LEE et al., 2004; 2JOMANTIENE at al., 2010; SWEI at al., 2011;
“WEISBURG et al., 1989

4.3. Resultados e Discussao
4.3.1. Amplificagdo e analise genética do gene 16S rRNA

As reac0Oes de duplo PCR conduzidas com o par de primer P1/P7 seguido de
R16F2n/R16R2 geraram fragmentos genémicos de aproximadamente 1.2 Kb, tipicos
para amplificacdes do gene 16S rRNA de fitoplasmas (Figura 9). Fragmentos de DNA
de 1.2 Kb também foram obtidos para o controle positivo, porém nenhuma
amplificagdo ocorreu para o controle negativo. De um total de 110 amostras
sintomaticas analisadas, em 58 delas foi detectada a presenca de fitoplasma (Tabela
8). O restante das amostras apresentou resultados positivos para espiroplasma ou
negativos para ambos os patdégenos associados aos enfezamentos. Os resultados
negativos podem estar relacionados com a idade em que a planta foi infectada,
gualidade do DNA extraido e distribuicdo desuniforme desse patdgeno na planta
(MARCONE, 2010).
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Figura 9. Gel de agarose mostrando amplificacbes do gene 16S rRNA do fitoplasma
associado ao enfezamento vermelho do milho. As amostras de 1 a 10 indicam resultado
positivo para a presenca do fitoplasma; sinal (+) corresponde ao controle positivo (planta
de milho infectada); sinal (-) corresponde ao controle negativo (agua); a letra (M) indica o
marcador molecular 1kb Plus DNA Ladder

Tabela 8. NUmero de amostras sintomaticas positivas para fitoplasma, representativas de
diferentes locais de coleta

Local de coleta Numero plantas infectadas por fitoplasma
Luis Eduardo Magalhaes - BA
Rio Verde - GO
Goiatuba - GO
Campo Alegre - GO
Janauba - MG
Patrocinio - MG
Sete Lagoas - MG
Mococa - SP
Casa Branca - SP
Paranapanema - SP
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Cada fitoplasma encontrado em cada uma das amostras de milho foi
considerado como um isolado. Para as analises do gene 16S rRNA, foi selecionado
um isolado de cada local de coleta, totalizando dez isolados (Tabela 9). Para cada um
dos isolados, trés clones foram preparados e sequenciados. As fitas consenso do
gene 16S rRNA desses clones foram montadas, alinhadas e comparadas entre si. Em
razao das sequéncias nucleotidicas desses clones ndo apresentarem polimorfismos,
foi selecionado apenas um clone por isolado para a continuacao das analises. As fitas
consenso do gene 16S rRNA de cada isolado foram aplicadas e analisadas na
ferramenta on-line BLAST, a qual revelou que todos os dez isolados apresentaram
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99% de identidade de sequéncia com um representante do grupo 16Srl-B (Maize
Bushy Stunt strain M3 - CP015149).

Tabela 9. Isolados selecionados como representativos de cada local de coleta das amostras
sintomaticas de milho

Nome do isolado Local coleta
ENFV-Br 01 Luis Eduardo Magalh&es - BA
ENFV-Br 02 Rio Verde - GO
ENFV-Br 03 Goiatuba - GO
ENFV-Br 04 Campo Alegre - GO
ENFV-Br 05 Janauba - MG
ENFV-Br 06 Patrocinio - MG
ENFV-Br 07 Sete Lagoas - MG
ENFV-Br 08 Mococa - SP
ENFV-Br 09 Casa Branca - SP
ENFV-Br 10 Paranapanema - SP

Fitoplasmas representativos dos dez isolados mostraram dois distintos
padroes coletivos de restricio de RFLP, gerados pela digestdo in silico das
sequéncias nucleotidicas. Um desses padrfes, aqui designado padréo de restricéo A,
foi apresentado pelos isolados ENFV-Br 01; ENFV-Br 05; ENFV-Br 07; ENFV-Br 08;
ENFV-Br 09 e ENFV-Br 10 e o outro, denominado padréo de restricdo B foi constatado
para os isolados ENFV-Br 02; ENFV-Br 03; ENFV-Br 04 e ENFV-Br 06. O padréo de
restricdo B foi idéntico aquele apresentado pelo fitoplasma padrao do subgrupo 16Srl-
B, porém o padrdo de restricdo A apresentou diferenca para a enzima de restricao
Msel (Figura 10).

Com base nos padrdes de restricao foram calculados os valores de coeficiente
de similaridade (F) entre os fitoplasmas encontrados nas plantas de milho e os
representantes de diferentes subgrupos que compdem o grupo 16Srl. Os isolados que
apresentaram o padrao de restricdo B revelaram um valor de (F) igual a 1, em relacao
ao fitoplasma de referéncia para o subgrupo 16Srl-B (Tabela 10). Esses isolados séo
originarios das regibes de Rio Verde/GO, Goiatuba/GO, Campo Alegre/GO e
Patrocinio/MG. Os isolados que apresentaram o padréo de restricdo A, revelaram um
valor de (F) igual a 0,99 quando contrastados com o representante do subgrupo 16Srl-
B (Tabela 10). Esses isolados foram coletados nas regides de Luis Eduardo
Magalhdes/BA, Janauba/MG, Sete Lagoas/MG, Mococa/SP, Casa Branca/SP e
Paranapanema/SP.



58

Figura 10. Padrbes de restricdo de RFPL gerados pela digestdo in silico de fragmentos
gendmicos de DNA correspondentes ao gene 16S rDNA dos fitoplasmas encontrados em
plantas de milho. Padrdo de restricdo A (A) apresentado pelos isolados ENFV-Br 01;
ENFV-Br 05; ENFV-Br 07; ENFV-Br 08; ENFV-Br 09 e ENFV-Br 10; padrao de restricdo B
(B) mostrado pelos isolados ENFV-Br 02; ENFV-Br 03; ENFV-Br 04 e ENFV-Br 06; padrao
de restricdo (C) tipico do fitoplasma de referéncia do subgrupo 16Srl-B. Enzimas de
restricdo: Alul, BamHlI, Bfal, BstUI, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol,
Msel, Rsal, Sspl, Taql. Marcador molecular ¢X174-DNA Haelll digest

Para que um fitoplasma seja classificado em um determinado subgrupo, o
valor de (F) calculado entre ele e os demais componentes desse subgrupo deve ser
maior que 0,97 (WEI et al., 2008). Utilizando-se deste critério ficou demostrado que o
fitoplasma identificado no presente estudo pertence ao grupo 16Srl, subgrupo B.
Ainda, de acordo com os critérios de Wei e colaboradores (2008), os isolados que
apresentarem o valor do coeficiente de similaridade de 0,99, em relacdo ao fitoplasma
de referéncia do subgrupo 16Srl-B, podem ser considerados como linhagens, sendo
identificados pelo sinal de um asterisco (*).
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Tabela 10. Valores de coeficientes de similaridade calculados entre os fitoplasmas detectados em plantas sintomaticas de milho e fitoplasmas
representantes de diversos subgrupos do grupo 16Srl

Subgrupo A B C D E F K L M o) P Q R S T U v

16Srl-A 1

16Sr1-B 0,92 1

16Sr1-C 091 093 1

16Sr1-D 093 097 09 1

16SrI-E 091 093 092 09 1

16SrI-F 086 086 089 085 087 1

16Sr1-K 090 092 091 089 091 092 1

16Sr1-L 089 097 09 094 09 085 089 1

16Sr1-M 088 096 093 095 089 085 08 093 1

16Sr1-0 087 087 080 084 084 084 085 08 08 1

16Sr1-P 092 094 093 091 093 094 09 091 09 085 1

16Sr1-Q 084 092 08 089 08 084 084 08 092 085 08 1

16Sr1-R 091 093 09 089 092 087 091 09 093 08 093 089 1

16Sr1-S 090 092 093 09 091 088 092 089 088 084 094 085 093 1

16Sr1-T 084 092 08 089 08 085 08 08 09 085 086 090 085 084 1

16Sr1-U 087 093 088 089 087 08 08 09 09 087 08 087 08 087 08 1

16Sr1-V 085 093 087 09 087 087 08 092 09 08 087 087 087 084 08 094 1
ENFV-Br 02;03;04;06 0,84 1 093 09 093 088 092 095 095 087 094 092 095 095 092 093 0093
ENFV-Br 01;05;07;08;09;10 | 0,89 099 092 096 092 084 089 09 095 08 093 091 092 094 091 092 0,89
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A primeira demonstragéo da associacdo de fitoplasma com plantas doentes
de milho foi feita por meio de microscopia eletrénica, em 1969 (GRANADOS, 1969).
Com o advento das técnicas moleculares, o fitoplasma foi posteriormente identificado,
por PCR e RFLP convencionais, como pertencente ao grupo 16Srl, subgrupo 16Srl-B
(Lee et al., 1998). No Brasil, a analise molecular de fitoplasmas encontrados em
associacdo com o enfezamento vermelho do milho, observado em algumas
variedades e hibridos, também revelou que os mesmos pertenciam ao subgrupo
16SrI-B (BEDENDO et al., 1997; BEDENDO et al., 2000). O presente estudo contribui
para atualizar o cenario sobre o agente do enfezamento vermelho do milho no Brasil,
pois, apesar de mudancas no sistema de cultivo e nas alteracfes climaticas ao longo
dos anos, ha uma clara indicacdo de que estas variaveis ndo concorreram para o
aparecimento de variantes do fitoplasma descrito até o momento, ou mesmo de
fitoplasmas pertencentes a distintos grupos ou subgrupos.

O grupo 16Srl, também denominado “Aster Yellows”, reine mais de uma
centena de fitoplasmas, classificados em numerosos subgrupos, cujos representantes
estdo associados a doencas ocorrentes em uma diversidade de espécies
agronomicamente importantes, cultivadas nas mais variadas areas geogréficas do
mundo (MARCONE et al., 2014; LEE et al., 2004). O grupo 16Srl se constitui em um
dos maiores e mais diversificados grupos de fitoplasmas, destacando-se aqueles
afiliados ao subgrupo 16Srl-B, o qual se sobressai pela alta frequéncia de ocorréncia
de seus representantes, grande nimero de hospedeiros, associacdo com relevantes
doencas e ampla distribuicdo mundial (MARCONE et al., 2014).

No Brasil, além do milho, diversas espécies botanicas comercialmente
exploradas foram identificadas como hospedeiras de fitoplasmas deste grupo, entre
elas a cana-de-acucar (Saccharum sp.) (MONTANO; CUNHA JUNIOR; PIMENTEL,
2011), a soja (Glycine max L.) (PEREIRA, 2011), o coqueiro (Cocos nucifera)
(MONTANO; CUNHA JUNIOR; PIMENTEL, 2011), brassicas (Brassica oleraceae)
(AMARAL MELO, 2007), maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa) (MONTANO;
CUNHA JUNIOR; PIMENTEL, 2011), videira (Vitis vinifera) (MONTANO; CUNHA
JUNIOR; PIMENTEL, 2011), dendezeiro (Elaeis guineenses) (BRIOSO, 2003),
ameixeira (Prunus salicina) (FLORES, 2013), além da planta daninha conhecida por
buva (Erigeron bonariensis) (ECKSTEIN, 2010).

Quanto a filogenia, as ramificacdes da arvore mostraram que o fitoplasma

identificado neste trabalho estad estritamente relacionado ao representante do
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subgrupo 16Srl-B, pois ambos emergem do mesmo ramo (Figura 11). A arvore
filogenética mostrou resultados concordantes com aqueles gerados pela analise
virtual de RFLP, bem como com os valores dos coeficientes de similaridade (F),
permitindo relacionar geneticamente os isolados encontrados no Brasil, com o
fitoplasma de referéncia do grupo 16Srl-B. A analise filogenética também indicou que
os isolados caracterizados molecularmente no presente estudo estdo divididos em
dois grandes grupos, possuindo um ancestral comum. No entanto, ndo foi possivel
estabelecer uma correlacéo entre estes isolados e seus respectivos locais de origem,
a ndo ser para os isolados ENFV-Br 02; ENFV-Br-03 e ENFV-Br 04, coletados em
Goias e ENFV-Br 06, amostrado em Patrocinio/MG, os quais emergiram do mesmo

ramo e representam locais geograficamente préximos.

ENFV-Br 08 (Neste estudo)
ENFV-Br 01 (Neste estudo)
ENFV-Br 05 (Neste estudo)
ENFV-Br 07 (Neste estudo)
ENFV-Br 09 (Neste estudo)
ENFV-Br 10 (Neste estudo)
ENFV-Br 02 (Neste estudo)
ENFV-Br 04 (Neste estudo)
ENFV-Br 03 (Neste estudo)
ENFV-Br 06 (Neste estudo)
16Srl-B (Maize Bushy Stunt - AY265208)
16Srl-D (Paulownia Whitche's Broom - AY265206)
16Srl-L (Onion Proliferation - GU223209)
16Srl-P (Aster Yellows - AF503568)
16Srl-A (Tomato Big Bud - AF222064)
16Srl-S (Lilac Little Leaf - HM067755)
94 16Sr1-C (Clover Phyllody - AF222065)

57 16Srl-R (Cherry Bunchy Leaf - HM067754)
25 16Srl-F (Apricot Chlorotic Leaf Roll - AY265211)
16Srl-E (Blueberry Stunt - AY265213)
16Srl-K (Strawberry Multiplier - U96616)
16Srl-T (Azalea Little Leaf - HQ285917)
16Srl-V (Potato Purple Top - FJ914642)
16Srl-M (Valeriana Yellows - AY102273)
16Srl-Q (Cherry Little Leaf - AY034089)
Acholeplasma laidlawii - CP000896

Figura 11. Arvore filogenética gerada com as sequéncias do gene 16S rRNA dos fitoplasmas
identificados em plantas sintomaticas de milho amostradas em diferentes regides e
fitoplasmas representantes de subgrupos componentes do grupo 16Srl. O método
Neighbor-Joining foi empregado na construcdo da &rvore, o teste Bootstrapping foi
processado 1.000 vezes e o procarioto Acholeplasma laidlawii foi utilizado como raiz da
arvore
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4.3.2. Analise do gene SecY

As reacbes de PCR conduzidas com os primers AYsecYF1l/AYsecYR1
amplificaram fragmentos gendmicos de, aproximadamente, 1,4 Kb, a partir do DNA
extraido das amostras das plantas sintomaticas de milho (Figura 12). Fragmentos
gendmicos de peso molecular proximos de 1,4 Kb sao esperados quando ocorre a
amplificagdo da regido genémica correspondente ao gene SecY pelos primers usados
nas reacfes de PCR. Para andlise desse gene foram selecionados 0s mesmos

isolados que foram utilizados para as analises do gene 16S rRNA (Tabela 9).

Figura 12. Gel de agarose mostrando amplificacées do gene SecY do fitoplasma associado
ao enfezamento vermelho do milho. As amostras de 1 a 10 indicam resultado positivo para
a presenca do fitoplasma; sinal (+) corresponde ao controle positivo (planta de milho
infectada); sinal (-) corresponde ao controle negativo (adgua); a letra (M) indica o0 marcador
molecular 1kb Plus DNA Ladder

Para cada isolado foram selecionados trés clones e esses foram
sequenciados e analisados de maneira idéntica aquela empregada para o0 gene 16S
rRNA. A fita consenso dos trés clones de cada isolado foram montadas, alinhadas e
comparadas entre si. Por terem sido indistinguiveis entre si, foi selecionada uma das
sequéncias desses clones para dar continuidade as analises.

A fita consenso de cada isolado foi aplicada na ferramenta on-line BLAST, que
revelou 98% de identidade com Maize bushy stunt phytoplasma strain MBS
(AY803175), o qual foi classificado como pertencente ao grupo secY(l)-L (LEE et al.,
2006). No trabalho dos referidos autores, fitoplasmas do grupo 16Srl foram
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classificados com base em genes distintos do gene 16S rRNA, entre eles o gene da
proteina ribossomal e o gene SecY. Como resultado, ficou evidenciado que alguns
representantes do grupo secY(l), quando classificados com base nesses novos genes
marcadores, delinearam subgrupos diferentes daqueles descritos com base o gene
16S rRNA.

Na andlise de RFLP in silico dos produtos de PCR amplificados a partir do
gene SecY foram empregadas as mesmas enzimas de restricdo usadas na analise de
RFLP dos produtos de PCR gerados a partir do gene 16S rRNA, apenas diferindo pela
inclusdo da enzima Tps509I. Cinco distintos padrdes coletivos de restricdo foram
obtidos na digestdo enzimatica do fragmento genémico correspondente a regidao do
gene SecY (Figura 13). Para alguns isolados que apresentaram o mesmo padréao de
restricdo foi possivel observar uma correlacdo com os locais de coleta, pois ou
pertenciam a mesma regido, ou estavam geograficamente proximos. O padrdo de
restricdo A foi apresentado pelos isolados ENFV-Br 02; ENFV-Br 03 e ENFV-Br 04,
coletados em Goias. O padréo de restricdo B, foi exibido pelos isolados ENFV-Br 06
e ENFV-Br 07, provenientes de Patrocinio/MG e Sete Lagoas/MG, respectivamente.
O padréo de restricdo C foi mostrado pelos isolados ENFV-Br 01 e ENFV-Br 05
originarios de areas geograficamente proximas, representadas por Luis Eduardo
Magalhdes/BA e Janauba/MG. O padrédo de restricdo D foi revelado pelos isolados
ENFV-Br 09 e ENFV-Br 10, ambos detectados em amostras coletadas no estado de
Sao Paulo. O padrao de restri¢cao E foi encontrado para um unico isolado denominado
ENFV-Br 08, o qual foi identificado em plantas amostradas no municipio de
Mococa/SP. Destaca-se que o padrao de restricao B, apresentado pelos isolados
ENFV-Br 06 e ENFV-Br 07, se mostrou idéntico a aquele apresentado pelo
representante do grupo secY(l)-L (Figura 14).
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Figura 13. PadrBes de restricdo de RFPL gerados pela digestdo in silico de fragmentos
gendbmicos de DNA correspondentes ao gene Sec Y dos fitoplasmas encontrados em
plantas de milho. Padrdo de restricdo A (A) apresentado pelos isolados: ENFV-Br 02;
ENFV-Br 03; ENFV-Br 04; padrdo de restricdo B (B) mostrado pelos isolados ENFV-Br 06
e ENFV-Br 07; padrao de restricdo (C) (C) obtido para os isolados ENFV-Br 01 e ENFV-
Br 05; padréo de restricdo D (D) exibido pelos isolados ENFV-Br 09 e ENFV-Br 10; padrao
de restricdo E (E) apresentado pelo isolado ENFV-Br 08. Enzimas de restricdo: Alul,
BamHlI, Bfal, BstUl, Dral, EcoRlI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal,
Sspl, Tagl, Tps509 . Marcador molecular @X174-DNA Haelll digest

Figura 14. Padrbes de restricdo de RFPL gerados pela digestdo in silico de fragmentos
gendmicos de DNA correspondentes ao gene Sec Y dos isolados ENFV-Br 06 e ENFV-Br
07 (B) e do fitoplasma representante do grupo secY(l)-L. Enzimas de restricdo: Alul,
BamHI, Bfal, BstUI, Dral, EcoRlI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal,
Sspl, Taql,Tps5091 Marcador molecular @X174-DNA Haelll digest
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A partir dos padrdes de restricdes foram calculados os valores de coeficientes
de similaridade (F) para todos os isolados encontrados nas plantas de milho e os

representantes dos diferentes subgrupos que compdem o grupo secY(l) (Tabela 11).

Tabela 11. Valores de coeficientes de similaridade calculados para os fitoplasmas detectados
em plantas sintométicas de milho e fitoplasmas pertencentes a diversos subgrupos
componentes do grupo secY(l)

Subgrupo A B C D E F K L M N
secY()-A 1

secY()-B 0,72 1

secY(l)-C 0,70 0,68 1

secY()-D 0,73 0,86 0,70 1

secY(l)-E 0,80 081 081 0,78 1

secY(l)-F 068 092 064 087 0,78 1

secY(l)-K 0,77 080 0,717 0,79 0,81 0,82 1

secY(l)-L 0,74 09 063 092 0,77 093 0,80 1

secY(l)-M 0,75 0,71 0,76 0,73 0,78 0,70 0,73 0,73 1
secY(l)-N 0,79 0,70 0,77 0,70 0,72 0,68 0,74 0,69 0,74 1

ENFV-Br02;03e04 068 093 066 086 0,72 085 0,73 09 0,68 0,69
ENFV-Br 06 e 07 0,73 09 0,67 09 0,77 094 0,80 1 0,72 0,69
ENFV-Br 01 e 05 068 08 069 088 0,78 087 075 093 0,72 0,70

ENFV-Br 08 o0 091 068 o087 076 089 0,77 097 0,70 0,69
ENFV-Br 09 e 10 o,7r 089 071 088 083 087 082 094 0,76 0,73

Os valores de (F) adotados para a classificagcado de fitoplasmas nos subgrupos
pertencentes aos distintos grupos SecY ndo seguem os valores reconhecidos para a
classificagao de fitoplasmas nos subgrupos componentes dos diversos grupos 16S.
Para o gene 16S rRNA ¢é aceito que um fitoplasma que apresente valores de (F)
superiores a 0,97, em relacéo aos demais componentes de um determinado subgrupo,
seja classificado neste mesmo grupo (Wei et al. 2008). Para o gene SecY, um
determinado fitoplasma seré classificado em um mesmo subgrupo do fitoplasma para
0 qual ele apresentar o maior valor de (F) (WEI et al., 2011). Além deste critério, é
também considerada a similaridade de sequéncias nucleotidicas (SS) entre os
representantes dos subgrupos. Os isolados ENFV-Br 06 e 07 apresentaram um valor
de (F) igual a 1 e similaridade de sequéncia (SS) igual a 99%, quando comparado com
0 representante secY(l)-L, demostrando que esses isolados pertencem ao mesmo
subgrupo. Para os demais isolados analisados, mesmo ocorrendo pequenas
variacfes entre os coeficientes de similaridades, os maiores valores de (F) foram
encontrados também em relagéo ao representante do subgrupo secY (I)-L. Assim, o
isolado ENFV-Br 08 apresentou um valor de (F) de 0,97 e similaridade de sequéncia
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(SS) de 98,9%, sendo considerado um variante dentro do subgrupo secY(l)-L. Os
outros isolados também foram considerados variantes dentro do subgrupo secY(l)-L,
pois ENFV-Br 02, 03 e 04 apresentaram (F) igual a 0,96 e (SS) de 98,7%; ENFV-Br
09 e 10 revelaram (F) igual 2 0,94 e (SS) de 98,42%; e ENFV-Br 01 e 05 apresentaram
(F) igual @ 0,93 e valor de (SS) de 98%, indicando que sao os variantes geneticamente
mais distantes do representante do subgrupo secY(l)-L.

Vérios trabalhos tém relatado maior variabilidade genética entre as
sequéncias do gene SecY do que entre aquelas do gene 16S rRNA para a maioria
dos fitoplasmas analisados, indicando que o gene SecY é mais informativo para a
classificacdo de variantes dentro de uma populacdo do patdgeno (LEE et al., 2006;
LEE et al., 2010; WEI et al., 2010; REN et al., 2014). LEE e colaboradores (2006)
demostraram que a similaridade de sequéncias entre 0s representantes do grupo
“Aster yellows” variou de 94,7 a 98,8%, sendo que para o gene 16S rRNA essa
variacao foi de 98,5 a 99,5%. Para outros grupos de fitoplasmas também foi relatada
a maior variabilidade do gene SecY. Como exemplo, foi reportado que representantes
do grupo “Elm yellows” (16SrV), os quais apresentaram variagao na similaridade de
sequéncias do gene SecY compreendida entre 91,1 a 97,2%, mostraram para o gene
16S rRNA valores que ficaram entre 98,6 a 99% (LEE et al., 2004).

Pesquisas tém mostrado que a maior variabilidade encontrada nas
sequéncias correspondentes ao gene SecY, além de permitir uma diferenciacdo mais
fina entre fitoplasmas geneticamente proximos, também pode contribuir para
relacionar estes fitoplasmas aos seus nichos ecoldgicos (LEE et al., 2010). A arvore
filogenética, construida com as sequéncias nucleotidicas do gene SecY, demonstrou
gue os isolados aqui estudados e o fitoplasma representante do subgrupo SecY(l)-L
emergem de um mesmo ramo, apresentando um ancestral comum (Figura 15). Esta
evidéncia confirmou que esses isolados sado filogeneticamente relacionados ao
fitoplasma de referéncia do subgrupo SecY(l)-L. As ramificagdes da arvore mostraram
gue os isolados estdo agrupados em clados distintos que correspondem aos locais de
coleta (Figura 15), em concordancia com a proposi¢ao reportada no trabalho de LEE
e colaboradores (2010). Os isolados ENFV-Br 08, ENFV-Br 09 e ENFV-Br 10 estéo
agrupados em um mesmo clado e pertencem a mesma regiao de coleta, no caso o
estado de Sao Paulo. Os isolados ENFV-Br 01 e ENFV-Br 05 estdo reunidos em um
mesmo clado e foram amostrados em locais geograficamente muito proximos, ou seja,

Luis Eduardo Magalhdes/BA e Janauba/MG. Os isolados coletados na regido de
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Goias, representados por ENFV-Br 02, 03 e 04, também estdo agrupados em um
mesmo clado. Ressalta-se que os altos valores de ‘bootstraping’ revelados nas
ramificacdes torna estes agrupamentos bastante confiaveis.

Estudos que utilizaram o gene SecY como alternativa para auxiliar na
classificacdo dos fitoplasmas revelaram que muitas vezes o fitoplasma é classificado
em um subgrupo diferente daguele apresentado pela classificacdo classica feita com
0 gene 16S rRNA. Trabalhos conduzidos por LEE e colaboradores (2006) e ADKAR-
PURUSHOTHAMA e colaboradores (2011), revelaram que o fitoplasma identificado
em plantas de milho cultivadas no México e em pimenteiras plantadas na india
pertenciam ao grupo 16Srl, subgrupo B, quando classificado com base no gene 16S
rRNA e ao grupo secY(l), subgrupo L, quando a classificagdo foi conduzida com o
gene SecY. Um fitoplasma identificado em uma planta conhecida como acacia do
Japao (Sophora japonica) foi classificado pelo gene 16S rRNA como afiliado ao grupo
16SV subgrupo B e, no entanto, descobriu-se que este fitoplasma estava
geneticamente mais relacionado ao representante do grupo secY (V), subgrupo C,
com base no gene SecY (REN et al., 2014). Além destes, outros exemplos podem ser
citados. Assim, um fitoplasma identificado em pessegueiro, classificado pelo 16S
rRNA no subgrupo 16SrV-B foi classificado como afiliado ao subgrupo secY(V)-N, com
base no gene SecY (LEE et al., 2004). Ainda, um fitoplasma presente em planta de
vinca, foi identificado pelo gene 16S rRNA, como pertencente ao subgrupo 16SrV-E,
porém foi alocado no subgrupo secY(V)-I, com base na analise do gene SecY (LEE et
al., 2004).

E interessante informar que no GenBank ndo ha registro de sequéncias
representativas do subgrupo secY(l)-L encontradas no Brasil, 0 que poderia auxiliar
no estabelecimento de relacdes genéticas entre os isolados aqui analisados e demais

afiliados do subgrupo secY(l)-L relatados no pais.
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90 ENFV-Br 09 (Neste estudo)

50 _|: ENFV-Br 10 (Neste estudo)

88 —— ENFV-Br 08 (Neste estudo)

9% { ENFV-Br 05 (Neste estudo)

97 ENFV-Br 01 (Neste estudo)

54 ENFV-Br 07 (Neste estudo)

ENFV-Br 06 (Neste estudo)

76 49 ENFV-Br 04 (Neste estudo)

94 ENFV-Br 03 (Neste estudo)

52 _48|: ENFV-Br 02 (Neste estudo)
84 secY(l)-L (Maize Bushy Stunt - AY803175)

80 secY(l)-D (Paulownia Whitche's Broom - AY803184)
secY(l)-B (Primrose virescence - AY803176)
secY(l)-F (Apricot Chlorotic Leaf Roll - AY803182)
secY(l)-M (Gray Dogwood Stunt - AY803171)
secY(l)-C (Clover Phyllody - AY803179)

o 29 secY(l)-A (Tomato Big Bud - AY803178)
30 _|: secY(l)-N (Apricot Chlorotic Leaf Roll - AY803166)

17 _|: secY(l)-E (Blueberry Stunt - AY803169)
30 secY(l)-K (Strawberry Multiplier - AY803180)

Acholeplasma laidlawii - CP000896

Figura 15. Arvore filogenética construida usando o método Neighbor-Joining com as
sequéncias da regido Sec Y dos fitoplasma identificados no milho nas diferentes regibes
de coleta e 10 fitoplasmas representantes de subgrupos do grupo secY(l). O procarioto
Acholeplasma laidlawii foi utilizado como raiz da arvore

4.4. Conclusao

N&o foi encontrada a presenca de fitoplasmas distintos daquele pertencente
ao grupo 16Srl-B e secY(l)-L associado ao enfezamento vermelho do milho;

Distintos variantes genéticos foram identificados pela analise molecular do
gene SecY do fitoplasma do enfezamento vermelho do milho, permitindo agrupa-los

de acordo com seu local de origem.
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APENDICES

APENDICE A. Sequéncia do isolado ENFV-Br 01 — obtido na reacdo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTACCCGGAG
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAGAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCAGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA

APENDICE B. Sequéncia do isolado ENFV-Br 02 — obtido na reacdo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAGGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCACTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACTTTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA
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APENDICE C. Sequéncia do isolado ENFV-Br 03 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAGGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCACTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACTTTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA

APENDICE D. Sequéncia do isolado ENFV-Br 04 — obtido na reacédo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAGGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCACTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACTTTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA
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APENDICE E. Sequéncia do isolado ENFV-Br 05 — obtido na reagdo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTACCCGGAG
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAGAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCAGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA

APENDICE F. Sequéncia do isolado ENFV-Br 06 — obtido na reacdo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAGGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCACTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACTTTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA
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APENDICE G. Sequéncia do isolado ENFV-Br 07 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTACCCGGAG
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAGAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCAGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA

APENDICE H. Sequéncia do isolado ENFV-Br 08 — obtido na reacédo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTACCCGGAG
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAGAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCAGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA
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APENDICE 1. Sequéncia do isolado ENFV-Br 09 — obtido na reagdo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAAGACTGGAAGGGAACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAG
GTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGAT
GTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTAT
TTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAAT
GAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTACCCGGAGT
TATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTG
ATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATG
CGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTT
GGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAA
CTTAGAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCAGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAA
ACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
ATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGT
GGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAA
AGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCA
ACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACGG
GGTTTGTACACACCGCCCGTCA

APENDICE T. Sequéncia do isolado ENFV-Br 10 — obtido na reacdo de PCR com os
primers R16F2n/R16R2

>GAAACGACTGCTAACACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATA
GGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGA
TGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAA
TGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTACCCGGAG
TTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAAT
GCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGT
TGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAA
ACTTAGAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCAGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAA
AACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGG
TGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA
AAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGC
AACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACG
GGGTTTGTACACACCGCCCGTCA
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APENDICE K. Sequéncia do isolado ENFV-Br 01 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGTTTTTT
CCATAAATGCTGGTACTCTTTTTGGATTGGGAATCACTCCCTTCATCACTGCTTCCATTGTAGTGCAA
TTTTTGCAAAAACTTCTTCCTATTTGTCGCGAATGGAAAGACCAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTCGTTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGCATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAGAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAATTGTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCGTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTTATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAGATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG

APENDICE L. Sequéncia do isolado ENFV-Br 02 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGTTTTTC
CCATGAAGGTTGGCTTTTATTTTGGAAGGGGAATCTCCCTCTTCATTCCTGCTTCCATTGTATTGTAA
ATTTTGCAAATTCTTTTTCCTATTTGTCGCGAATGGAAAGAACAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTCAGTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGGATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTA
ATAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAAAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTATTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAAATTTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCCTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTTATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG
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APENDICE M. Sequéncia do isolado ENFV-Br 03 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGTTTTTC
CCATGAAGGTTGGCTTTTATTTTGGAAGGGGAATCTCCCTCTTCATTCCTGCTTCCATTGTATTGTAA
ATTTTGCAAATTCTTTTTCCTATTTGTCGCGAATGGAAAGAACAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTATTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTCAGTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGGATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAAAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAAATTTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTACAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCCTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTTATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCGAACAAAAAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG

APENDICE N. Sequéncia do isolado ENFV-Br 04 — obtido na reagdo de PCR com os
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGTTTTTC
CCATGAAGGTTGGCTTTTATTTTGGAAGGGGAATCTCCCTCTTCATTCCTGCTTCCATTGTATTGTAA
ATTTTGCAAATTCTTTTTCCTATTTGTCGCGAATGGAAAGAACAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTATTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTCAGTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGGATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAATAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAAAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAAATTTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCCTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTTATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAATTAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG
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APENDICE O. Sequéncia do isolado ENFV-Br 05 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGTTTTTT
CCATAAATGCTGGTACTCTTTTTGGATTGGGAATCACTCCCTTCATCACTGCTTCCATTGTAGTGCAA
TTTTTGCAAAAACTTCTTCCTATTTGTCGCGAATGGAAAGACCAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTATGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTCGTTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGCATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAGAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAATTGTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCGTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCGTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTATTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTTATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAGATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG

APENDICE P. Sequéncia do isolado ENFV-Br 06 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGTTTTTT
CCCCAAATGCTGGTACTTCTTTTTGGTGGGAAATTCTCCCTTACATCACTGCTTCCATTGTAGTGCAA
TTTTTGCAAAAACTTTTCCTTATTTGTCGCGAATGGAAAGACCAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTTATTGTCGTTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGCATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAATTTTACAGAAGTAGTAGAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTTCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAAATGTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCGTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTTATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG
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APENDICE Q. Sequéncia do isolado ENFV-Br 07 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGGTTTTT
TCCCAAATGCTGGTACTCTTTTTGGGTGGGGAATCCTCCCTTACATCACTGCTTCCATTGTAGTGCAA
TTTTTGCAAAAACTTTTCCTTATTTGTCGCGAATGGAAAGACCAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTCGTTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGCATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAGAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAATTGTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGGTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCGTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTTATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG

APENDICE R. Sequéncia do isolado ENFV-Br 08 — obtido na reagdo de PCR com os
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGGTTTTT
TCCCAAATGCTGGTACTTCTTTTTGGTGGGGAATCCTCCCTTACATCACTGCTTCCATTGTAGTGCAA
TTTTTGCAAAAACTTTTCCTTATTTGTCGCGAATGGAAAGACCAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTTGTTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGCATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAGAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAATTGTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCGTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGGCGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTCATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG
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APENDICE S. Sequéncia do isolado ENFV-Br 09 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGGTTTTT
TCCCAAATGCTGGTACTTCTTTTTGGTGGGAAATTCTCCCTTACACCACGCCTTCCATTGTAGTGCAA
TTTTTGCAAAAACTTTTCCTATTTTGTCCCGAATGGAAAGACCAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTTGTTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGCATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAGAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
ATAAATTGTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCGTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTCATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG

APENDICE T. Sequéncia do isolado ENFV-Br 10 — obtido na reagdo de PCR com o0s
primers AYsecYF1/AYsecYR1

>CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGGAAATATAGAGGTAATTTAAAGATGAAACGTCAATTAAAATTAGTT
TTAGGCAATCGTAAATTAATGTTTCAAATCTTTTTTACCTTATTTATTATTTCTATTGTTTGTTTAGG
AACTTCTTGGCCTCTTCCTTTTATTAATACTAAATCCCTTGATTTGTCCAAACTTTTTGGGGTTTTTT
CCCCAAATGCTGGTACTTCTTTTTGGTGGGAAATTCTCCCTTACATCACTGCTTCCATTGTAGTGCAA
TTTTTGCAAAAACTTTTCCTAATTTGTCCCGAATGGAAAGACCAAGGACAAATGGGCAAACGCAAACT
TAATCTTTTAACACGTAGTCTTGCCTTATTGTTTGCTTTTGGGCAATCTTTTGCTTTTTTGAACAGTT
ATTCAAAACTTTTTGTCACATCAATAAGTACAAGCCAACTGTTTTTGTTAGCTTTAATTGCTACTGCA
GGAGTTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGACCTTATCAATTCCAAAGGTATTGGAAACGGGACTTCTAT
TTTAATTGTTGTTTCGATGAGCCACAGCCTAATTAATCTATTTGTAAATCTGAACGAATCATATTTAT
CTCAAAAAAATTTTTTAACTTTGAAAACTTTTAATTTTGCATGTATTGTTCTTTTACTTCTCTTATTT
TTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAAAAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGT
GCAAGGAAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCGGGAGTTATGCCAGTTATTTTGGCATCTG
CTTTATTGCAACCTTTCCAGATGTTATCAGGAGTTATTGGGAATACAAAATTTACAGAAGTAGTAGAT
TTTTTTTCCAAAACTAACTTTCCTGAAAACCAAATTAACTTTTTTGCCATAGGCTTTTTAGTCTTGTT
AGTAATTGTTTTTTCTTTCTTTTCTGCTTTTATGAATGTCAATCCTGAAGATATTTCAGAACATTTAT
CCAAACAAGATGCCTATATTGCAGGTTTAAGACCAGGTGAACAAACTACTCGTTATTTAGCTAATACC
TTATTTAAAATCACCGTTTTAGGAACTGTTTTTATTGCTGCTCTTGTTGTAACACCTATTCTCATGGA
ACATTTTTTAGGTTTGAAAGATATGAAATTAGGAGGAACCAGTTTGCTTATTATTGTTAGTGTAGCCC
TTGAAACTATCCAACGCATCAAAGCTACTGCCAACAAAAAAGAATATCAAAAATTATTTTAATTAAGC
AAAAAAGACAATATGATACTAATATTATTAGGACCGCCCGGAATTGGTAAAGGCACTCAAGCTTCTG



