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RESUMO

Identificagao molecular de um fitoplasma do grupo 16Sri-B em plantas de soja

Plantas apresentando folhas com deformacgdes do tipo bolhas, menor quantidade
de vagens de tamanho reduzido e contendo menor numero de sementes, vagens que
nao completaram a maturacao e coloragao verde da parte aérea no final do ciclo foram
observadas em campos de producao. As plantas foram analisadas visando a detecgao
de fitoplasmas e a sua identificacdo molecular. Para isto, o DNA total das plantas
amostradas foi submetido ao teste de duplo PCR conduzido com primers especificos
para a regiao do 16S rDNA de fitoplasmas. As amplificagbes evidenciaram que
fitoplasmas estavam presentes em tecidos de plantas sintomaticas. O duplo PCR
realizado com primers grupo-especificos revelou a ocorréncia de fitoplasmas afiliados
aos grupos 16Srl e 16Srlll. As analises virtuais de RFLP, baseadas no sequenciamento
da referida regido genOmica, permitiram identificar um dos fitoplasmas como
pertencente ao subgrupo 16Srl-B. Os valores de coeficientes de similaridade,
calculados com base nos padrdes de restricdo gerados in silico por 17 enzimas,
confirmaram a identidade deste fitoplasma. Ainda, mapas de restricdo mostraram que o
fitoplasma encontrado em plantas de soja apresentava sitios putativos de restricao
idénticos a um fitoplasma tipico do grupo 16Srl-B. A analise filogenética, envolvendo o
fitoplasma alvo deste estudo e fitoplasmas representantes de alguns grupos e
subgrupos relatados no Brasil, mostrou que o fitoplasma da soja estava estritamente
relacionado com aqueles componentes do grupo 16Srl. O fitoplasma em estudo
emergiu do mesmo ramo da arvore filogenética também compartilhado por fitoplasmas
do grupo 16Srl, confirmando os resultados dos demais testes moleculares. Os
resultados gerados neste trabalho evidenciaram que a soja pode ser considerada como
mais um hospedeiro de fitoplasmas pertencentes aos grupos 16Srl e 16Srlll, os quais
tem sido relatados em associagcao com diversas doencgas de plantas que ocorrem no
Brasil. Este estudo também gera informagdes que podem contribuir para aumentar os
conhecimentos sobre este emergente grupo de agentes causais de doenga.

Palavras-chave: Soja; Fitoplasmas; Amarelos; Mollicutes; Identificagdo molecular
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ABSTRACT

Molecular identification of a group 16Srl-B phytoplasma in soybean plants

Plants exhibiting leaf deformation type bubbles, low quantities of pods of reduced
size containing few seeds, pods not mature, and green color of stem and leaves in the
end of crop growth were observed in commercial fields. The plants were tested for the
detection of phytoplasmas and their molecular identification. For this, the total DNA of
plants sampled was submitted to nested PCR assays conducted with universal primers
for amplification of a fragment corresponding to the 16S rDNA of phytoplasmas. The
amplifications revealed the presence of phytoplasmas in tissues of symptomatic plants.
For identification, nested PCR performed with group-specific primers demonstrated the
occurrence of phytoplasmas affiliated to the groups 16Srl and 16Srlll. The virtual RFLP
analysis, based on the sequencing of DNA fragments generated from nested PCR with
universal primers, allowed the identification of a phytoplasma belonging to the subgroup
16Srl-B. The values of similarity coefficients, calculated on the basis of restriction
patterns generated in silico for 17 enzymes, confirmed the identity of this phytoplasma.
Furthermore, restriction maps showed that the phytoplasma found in soybean plants had
putative restriction sites identical to those phytoplasma of the group 16SI-B.
Phylogenetic analysis, involving the phytoplasma identified in the present study and
representatives of some groups and subgroups previously reported in Brazil, showed
that the soybean phytoplasma was closely related to phytoplasmas belonging to group
16Srl. The studied phytoplasma and phytoplasmas belonging to group 16Srl emerged
from the same branch, confirming the results obtained by PCR and RFLP analysis. Also,
based on the results, soybean could be considered as a host for phytoplasmas
belonging to the group 16Srl and 16Srlll, which has been reported in association with
various diseases that occur in Brazil. The present study may contribute to improve the
knowledge about this emerging group of causal agents of disease.

Keywords: Soybean; Phytoplasmas; Aster yellows; Mollicutes; Molecular identification



12



13

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Plantas sintomaticas de soja. A: Redugdo na producédo de vagens; B:
interrupgcdo no desenvolvimento normal dos botdes florais, os quais nao
evoluiram para abertura das flores; C: folhas com deformacgdes do tipo
bolhas na face adaxial. Figuras B e C. Fonte: Eros Francisco..................... 31

Figura 2 - Presenca de fitoplasmas em plantas sintomaticas e auséncia em planta
assintomatica de soja, pelo uso de duplo PCR com o uso dos primers
R16mF2/mR1 e R16F2n/R2. As bandas presentes no gel correspondem as
amplificagdes de fragmentos gendmicos de 1,2Kb. Colunas: M= Marcador
molecular (1Kb Ladder); 1 a 6 = Amostras de DNA de plantas sintomaticas
de soja; 7= planta de soja assintomatica (padrao negativo); Mi= padrao
positivo representado por planta de milho sabidamente infectada com

fitoplasma; H= agua, usada como controle negativo nas rea¢des de duplo

Figura 3 - Identificagao de fitoplasma do grupo 16Srl em plantas sintomaticas de soja
por duplo PCR com os pares de primers R16mF2/mR1 e R16(I)F1/ R16(1)R1.
Amplificacdo de fragmentos de DNA de 1,1Kb. Colunas: M= Marcador
molecular (1Kb Ladder); 1 a 6 = Amostras de DNA de plantas sintomaticas
de soja; Mi= fitoplasma do enfezamento do milho pertencente ao grupo

16Srl, usado como referéncia; H= agua, controle negativo da reagao.......... 40

Figura 4 - Identificacdo de fitoplasma em plantas sintomaticas de soja por duplo PCR
com os pares de primers R16mF2/mR1 e R16(l11)F2/ R16(lll). Amplificagéo
de fragmentos de DNA de 0,8Kb. Colunas: M= Marcador molecular (1Kb
Ladder); 1 a 6 = Amostras de DNA de plantas sintomaticas de soja; Ch=
fitoplasma do enfezamento do chuchu pertencente ao grupo 16Srlll, usado

como referéncia; H= agua, controle negativo da reacao.................ccccouvunn. 41



14

Figura 5 - Padrbes de restricao de RFLP gerados pela digestao in silico de fragmentos
de DNA correspondentes a regiao do 16S rDNA do fitoplasma encontrado
em plantas de soja (A) e do representante do 16Srl-B Maize bushy stunt (B).
Enzimas de restrigdo: Alul, BamHlI, Bfal, BstUl, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal,
Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal, Sspl, Tagl. M = marcador ¢X174-
DNA Haelll digest.......cooeiiiiiiiiiiie e 43

Figura 6 - Analise de sitios putativos de restrigdo com as mesmas enzimas utilizadas
para analise RFLP in silico. Soy-Br1 = sequéncia do 16S rDNA do fitoplasma
encontrado na soja; 16Srl-B = sequéncia do fitoplasma representante do
grupo 16Srl-B Maise bushy stunt (MBS) obtida no GenBank, numero de
ACESSO AY265208...... ..o 44

Figura 7 - Arvore filogenética construida usando o método Neighbor-Joining com as
sequéncias da regido 16S rDNA do fitoplasma identificado na soja, de
fitoplasmas representantes do grupo 16Srl, fitoplasmas dos grupos 16Srlll,
16SrVII, 16SrIX, 16SrXIll, 16SrXV e o procarioto Acholeplasma
JIQIAWIL. ...ttt e ettt e e e e e e 47



15

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Sequéncias nucleotidicas do gene 16S rDNA de fitoplasmas representantes
dos grupos 16Srl, 16Srlll, 16SrVII, 16SrIX, 16SrXIll e 16SrXV depositadas
no GenBank e usadas para construgao da arvore filogenética..................... 37

Tabela 2 - Valores de coeficiente se similaridade calculados para o fitoplasma detectado

na soja e outros fitoplasmas pertencentes a diversos subgrupos do grupo



16



17

1 INTRODUGAO

Fitoplasmas sdo procariotos desprovidos de parede celular, que habitam o
floema de plantas e diversos 6rgaos do corpo de insetos. Estes agentes fitopatogénicos
estdo associados com uma ampla gama de doengas encontradas em uma diversidade
de espécies vegetais cultivadas, daninhas e silvestres. O desenvolvimento de
metodologias moleculares tem contribuido decisivamente para aumentar os
conhecimentos sobre este grupo de patégenos, uma vez que os mesmos ainda nao sao
cultivados em meios de cultura. Assim, a demonstracdo da diversidade genética
existente entre eles, a sua alocacao nos distintos grupos de classificacdo e as relagoes
com os seus hospedeiros tem sido possivel gracas ao emprego da biologia molecular.
Embora sejam reconhecidos 31 grupos de classificagdo, os grupos 16Srl e 16Srlll
congregam a maioria dos fitoplasmas conhecidos em associacdo com plantas nos
diferentes continentes. Também no Brasil, os representantes destes grupos tém
ocorréncia predominante, sendo encontrados tanto em tecidos de plantas como de
insetos, indicando sua associagdo com varias doencas e a possivel ocorréncia de
vetores envolvidos na sua transmissao na natureza.

A associacao entre doencgas de soja e fitoplasmas tem sido relatada nas mais
variadas areas geograficas do mundo. Os sintomas exibidos pelas plantas sao
variaveis, bem como a identidade dos fitoplasmas relacionados as doengas. No Brasil,
algumas plantas de soja suspeitas de estarem infectadas por fitoplasmas foram
observadas em campos comerciais. Estas observagdes sugeriram que a soja poderia
ser portadora de fitoplasmas e, portanto, uma provavel hospedeira.

Considerando que uma diversidade de espécies botanicas tem sido relatada, no
Brasil, como hospedeiras de distintos fitoplasmas e que as plantas de soja mostravam
sintomas similares aqueles induzidos por fitoplasmas, a presente investigacdo foi
conduzida com o objetivo de detectar a possivel presenga de fitoplasmas nos tecidos
destas plantas, bem como de identificar molecularmente os possiveis fitoplasmas

detectados.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 A cultura da soja

A soja (Glycine max L. Merril) € uma oleaginosa de clima tropical, encontrando
condigdes climaticas altamente favoraveis no Brasil, o qual é o segundo maior produtor
mundial (EMBRAPA, 2010).

A produgao esta principalmente concentrada nas regides Centro-Oeste e Sul,
com produgdo estimada para safra 2010/2011 de respectivamente 30,77 e 24,45
milhdes de toneladas. Estima-se que para a referida safra, a produgao brasileira sera de
67,20 milhdes de toneladas, em uma area cultivada de 23,96 milhdes de hectares (FNP
CONSULTORIA & COMERCIO, 2011).

Nas ultimas cinco décadas a producédo de soja tem apresentado crescimento
superior a taxa de crescimento populacional, ocupando lugar de destaque na
alimentagdo humana e animal, sendo considerada a planta oleaginosa mais cultivada
no mundo (BLACK, 2000). A cultura tem uso diversificado, destacando-se a produgao
de dleo para alimentagdo humana e de farelo de elevado teor protéico para alimentagao
animal. No Brasil, os dados revelam que mais de 90% da produgdo de graos é
empregada na fabricacdo de 6leo vegetal (AMORIM, 2011).

Atualmente, a producdo de soja tem se expandido para novas fronteiras de
cultivo, como a regiao denominada Mapitoba, que engloba areas dos estados do
Maranhao, Tocantins, Piaui e Bahia. Na proxima safra, estima-se que a produgao dos
Estados Unidos, o maior produtor mundial, seja estabilizada ou reduzida, em virtude do
aumento do plantio de milho para produgao de etanol. Assim, caso a demanda mundial
mantiver o ritmo de crescimento dos ultimos cinco anos, o Brasil passara a ser o maior
exportador mundial e a China consumira aproximadamente 70% da produgéao brasileira
(PEREIRA; TERAO, 2010).
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2.1.1.1 Histérico

A soja tem como centro de origem o continente Asiatico, provavelmente a regiao
centro sul da China. Nas Américas foi citada pela primeira vez nos Estados Unidos no
inicio do século XIX. Foi introduzida no Brasil por Gustavo D’Utra na Bahia, no ano de
1882 (COSTA, 1996).

No Estado de Sao Paulo foi relatada em 1892 no Instituto Agronémico de
Campinas. O Estado do Rio Grande Sul foi o pioneiro no cultivo em larga escala. A
exploracéo desta leguminosa foi intensificada a partir da década de 70, com o inicio do
plantio nos cerrados do Centro-Oeste, ocasionando o aumento da area colhida, de
menos de 100.000 hectares em 1975, para mais de 4,5 milhdes de hectares na safra de
99/2000 (COSTA, 1996; BLACK, 2000).

2.1.1.2 Caracteristicas da soja

A soja pertence a Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Fabales
e Familia Fabaceae (GAZZONI, 1994). Esta leguminosa é autdbgama, herbacea, com
caule ereto e ciclo anual. As plantas podem ser pouco ou muito ramificadas, sua altura
pode variar de 0,3 a 2,0 metros e seu ciclo é de 80 a 200 dias, em fungao da variedade
e das condicdes ambientais (CAMARA, 2000; FARIAS et al., 2007; EMBRAPA, 2010).
Esta planta apresenta trés tipos de folhas, ou seja, cotiledonares, unifoliadas e
trifoliadas. Sua inflorescéncia é racemosa com 8 a 40 racemos e as flores séo
completas, de coloragdo branca ou roxa. Os frutos sdo do tipo vagem, contendo de 1 a
4 sementes por vagem, e suas sementes apresentam forma variavel, em geral
ovaladas. O sistema radicular é axial fasciculado, com a presenca de nédulos nas
raizes mais finas, devido a simbiose com bactérias do género Rhizobium, que sao
fixadoras do nitrogénio atmosférico (FARIAS et al., 2007; EMBRAPA, 2010).

A soja possui melhor adaptagcdo as regides com temperaturas que variam de
20°C a 30°C. Para emergéncia da planta, a temperatura ideal € de aproximadamente
25°C, pois, proporciona uma emergéncia rapida e uniforme. Para o desenvolvimento, o
ideal € 30°C. Nao € recomendado semear em regides ou épocas onde a temperatura
do solo atinja 20°C, pois a germinagdo e a emergéncia das plantulas ficam

comprometidas. As regides com temperatura igual ou inferior a 10°C sao improprias
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para o cultivo da soja e nos locais com temperatura acima de 40°C os danos
acontecem na floragdo e na redugao da capacidade de retengao de vagens. A floragéo
ocorre somente em temperaturas acima de 13°C, e a maturagdo dos grdos é mais
rapida em altas temperaturas (COSTA, 1996; CAMARA, 2000; FARIAS et al., 2007;
EMBRAPA, 2010).

A agua constitui 90% do peso da planta, e atua praticamente em todos os
processos fisioldgicos e quimicos. Para germinar, a semente precisa absorver agua no
minimo de 50% de sua massa. Durante o ciclo, a necessidade de agua varia entre 450
mm e 800 mm. As fases de maior exigéncia hidrica sdo a germinagao-emergéncia e
floragdo-enchimento de graos. Nesta ultima, a cultura requer aproximadamente 7 a 8
mm/dia, decrescendo apds esse periodo (COSTA, 1996; CAMARA, 2000; FARIAS et
al., 2007; EMBRAPA, 2010).

Entre os cultivares de soja, a caracteristica mais variavel é o fotoperiodo e cada
cultivar possui seu fotoperiodo critico. Esta € uma importante restricdo para a
adaptacao de cultivares a uma determinada regido (FARIAS et al., 2007; EMBRAPA,
2010).

2.1.1.3 Doengas na cultura

Dentre os fatores que podem influenciar a produtividade da soja destacam-se as
praticas de manejo e a ocorréncia de plantas daninhas, pragas e doengas. As doencgas
podem atuar durante todo o ciclo da cultura, sendo que aquelas de final de ciclo
acarretam prejuizos de até 21% na producgao, provocando danos principalmente sobre a
reducao na massa de 1000 graos (GUERZONI, 2001). De acordo com Bonato (2000), a
producao de graos pode ser comprometida por varias doengas que infectam as plantas
nos diferentes estadios de desenvolvimento.

A expansao da area cultiva com soja no pais e a utilizagdo de cultivares com
pouca variabilidade genética, contribuem para o aumento da incidéncia de doengas na
cultura (EMBRAPA, 2010). No Brasil, sao relatadas cerca de 40 doengas causadas por
bactérias, fungos, virus e nematoides, resultando em perdas na produgéo estimadas em
5,76 milhdes de toneladas (BLACK, 2000; EMBRAPA, 2010). No mundo sao descritas
mais de 100 doencgas (SINCLAIR; BACKMAN, 1989; GAZZONI; YORINORI, 1995).
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Estima-se que anualmente as doengas ocasionam perdas de 15% a 20% na producao,
entretanto, algumas doengas podem ocasionar quase 100% (EMBRAPA, 2010). A
importancia das doengas varia de ano para ano, de uma regiao para outra, de acordo
com as condigdes climaticas, com o surgimento de novas ragas dos patdégenos e com
as estratégias de controle adotadas (BLACK, 2000).

Dentre as doengas de maior ocorréncia no Brasil, destacam-se a ferrugem
asiatica (Phakopsora pachyrhizi), a antracnose (Colletotrichum truncatum), o cancro da
haste (Diaporthe phaseolorum var. meridionalis), a podriddo branca da haste
(Sclerotinia sclerotiorum), a podriddo vermelha da raiz (Fusarium spp.) e aquelas
provocadas por nematoides (EMBRAPA, 2010).

2.1.2 Fitoplasmas

2.1.2.1 Caracteristicas e histérico

Os fitoplasmas sao organismos procariotos, Gram-positivos, unicelulares, sem
parede celular, cujo citoplasma é envolvido por uma unica membrana. A auséncia da
parede resulta em pleomorfismo da célula, sendo esta uma caracteristica tipica deste
grupo de Mollicutes (BERTACCINI; DUDUK, 2009; BEDENDO, 2011). Segundo
Bedendo (2011), os fitoplasmas apresentam tamanho variavel de 200 a 800 nm,
reproducao por fissdo celular ou gemulagao e sao visualizados nas células vegetais na
forma de corpusculos arredondados, elipticos, clavados ou alongados. Para Hogenhout
et al. (2010), os fitoplasmas, aparentemente, tiveram seu genoma reduzido ao longo da
evolucao, sendo originarios de bactérias Gram-positivas.

Em 1967, pesquisadores japoneses observaram, por microscopia eletrdnica, a
presenca de corpusculos pleomoérficos nos vasos de floema de plantas afetadas e
fizeram o primeiro relato da ocorréncia de fitoplasmas, associando-os a doencas
conhecidas como “amarelos”, ocorrentes em plantas de rainha margarida, amoreira,
quiri e batata (DOl et al., 1967).

Antes da identificacao dos fitoplasmas, as doengas conhecidas como “amarelos”
eram atribuidas aos virus, devido a sintomatologia e modo de transmissao, entretanto,

os estudos feitos a esse respeito ndo detectavam particulas virais nos tecidos da planta
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doente (DAVIS, 1995; LEE et al., 2000). Inicialmente os fitoplasmas foram chamados de
organismos semelhantes aos micoplasmas (mycoplasma like organisms - MLOs),
devido a sua semelhanga morfoldgica e ultraestrutural com micoplasmas encontrados
nos animais (DAVIS, 1981). Em 1994, no 10° Congresso da Organizagao Internacional
de Micoplasmologia, realizado na Franga, foi proposto o termo trivial fitoplasma (DAVIS,
1995; LEE et al., 2000). Atualmente, os fitoplasmas estao classificados no SuperReino
Prokaria, Reino Monera, Dominio Bacteria, Filo Tenericutes, Classe Mollicutes, Ordem
Acholeplasmatales, Familia Acholeplasmataceae, Género ‘Candidatus Phytoplasma’
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 2011).

2.1.2.2 Sintomatologia

Diversos tipos de sintomas séo induzidos por fitoplasmas, dependendo da planta,
da estirpe do patégeno, do estagio de infecgao e das condi¢gdes de ambiente, podendo
0s mesmos aparecerem isoladamente ou combinados (DAVIS, 1995; BEDENDO,
2011). Geralmente s&o encontrados sintomas de clorose, enfezamento,
superbrotamento de ramos, alongamento de internddios, gigantismo do caélice e
reducao do tamanho das flores, necrose do floema, filodia (transformacédo de 6rgaos
florais em estruturas foliares), virescéncia (desenvolvimento de cloroplasto em érgaos
florais) e esterilidade das flores (DAVIS, 1995; LEE et al., 2000).

O amarelecimento, um dos sintomas mais comuns da infecgao de fitoplasma, é
atribuido a modificagao na sintese e transporte de carboidratos (BERTACCINI; DUDUK,
2009). Assim, ha grandes diferengas na concentragcao de carboidratos no floema, raizes
e folhas de plantas infectadas, quando comparadas com plantas sadias (MAUST et al.,
2003). Estes autores também relatam redugédo na concentragdo de proteinas soluveis
totais e alteracdo no balanco hormonal das plantas doentes. Ainda, as plantas
portadoras de fitoplasmas podem apresentar redu¢cdo na concentracdo de pigmentos
fotossintéticos (BERTAMINI; NEDUNCHEZHIAN, 2001).

Geralmente os efeitos dos fitoplasmas sobre seus hospedeiros vegetais séo
considerados negativos. Curiosamente, no entanto, existe um caso conhecido em que
infeccdo é desejavel. Trata-se da planta ornamental Euphorbia pulcherrima, conhecida

por bico-de-papagaio ou poinsetia, cuja infecgao por fitoplasma provoca uma intensa
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proliferagdo de ramos curtos, dando origem a um dossel muito atrativo e vistoso,
valorizando seu comércio (BERTACCINI et al., 1996; LEE et al., 1997, 2000; RIBEIRO;
BEDENDO, 2006).

2.1.2.3 Classificacao e identificagao

O primeiro sistema de classificacdo de fitoplasmas baseava-se em propriedades
bioldgicas. Era realizado por meio da observagédo dos sintomas na espécie hospedeira
e conhecimento sobre as espécies de insetos vetores. Entretanto, este sistema era
trabalhoso, demorado e nao proporcionava resultados confiaveis (LEE et al.,, 1992,
2000).

Atualmente, a observacdo dos sintomas é um dos fatores primordiais para a
diagnose, a qual deve ser confirmada pela detecgdo do agente associado a doenga. No
entanto, a ocorréncia de hospedeiros assintomaticos, infeccbes causadas por mais de
um fitoplasma em uUnico hospedeiro, desconhecimento de insetos vetores, baixa
concentragédo e distribuicdo irregular de fitoplasmas na planta, variagdo do titulo do
patégeno dependendo das estagdes do ano e da espécie vegetal requerem a utilizagéo
de métodos mais sensiveis, rapidos e seguros para a diagnose e detecgdo do agente
causal de doengas (DAVIS, 1995; MARZACHI, 2004; BERTACCINI; DUDUK, 2009).

A deteccao de fitoplasma em tecido vegetal doente foi realizada pela primeira vez
com uso da microscopia eletrdnica, contudo, ndo permitia a diferenciacdo morfoldgica
entre os diversos fitoplasmas (LEE et al., 2000; BERTACCINI; DUDUK, 2009). A
microscopia eletrbnica pode comprovar a presenca deste organismo em plantas,
entretanto, Barros (1997) expde que esta técnica torna-se inviavel para ser adotada
rotineiramente, devido ao alto custo do equipamento e a necessidade de mao-de-obra
altamente qualificada. Técnicas especiais de coloragao associadas a microscopia optica
comum e microscopia de fluorescéncia também foram empregadas por um breve tempo
para detecgdo, o mesmo ocorrendo com as técnicas soroldgicas empregadas no inicio
dos anos oitenta (BEDENDO, 2011; BERTACCINI; DUDUK, 2009).

O desenvolvimento das técnicas moleculares proporcionou um grande avango
nos estudos com fitoplasmas. A analise molecular tem provado ser mais precisa e

confiavel para a detecgao e identificagao de fitoplasmas do que os critérios biolégicos



25

(LEE et al., 1998). As técnicas mais utilizadas sdo PCR (Polymerase Chain Reaction), a
qual permite a deteccdo pela amplificagdo de fragmentos genémicos e a RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), fundamental para a classificagdo, por
proporcionar a clivagem destes fragmentos e sua posterior analise (HARRISON et al.,
1996; LEE et al., 1998).

Estas técnicas tém sido utilizadas de maneira frequente nos estudos deste grupo
de patdégenos, conduzindo a comprovagao de associagdes entre distintos fitoplasmas e
diversas espécies de plantas herbaceas, arbodreas, florestais, frutiferas, ornamentais,
gramineas, daninhas e, também diferentes espécies de insetos vetores (DAVIS, 1995).

Lee et al. (1994) relatam a aplicagao da técnica de duplo PCR para deteccao de
fitoplasmas, usando-se primers universais. Dentre os primers mais comumente
empregados para realizagdo do duplo PCR destacam-se: P1/P7 (GREEN;
THOMPSON; MACKENZIE, 1999), P1/Tint (DENG; HIRUKI, 1991; SMART et al., 1996)
e R16F2n/R2 (GUNDERSEN; LEE, 1996). Os primers, iniciadores da sintese do DNA,
sao sequéncias curtas de 20 a 30 bases. Sao desenvolvidos a partir de determinadas
regides de genes. Nos procariotos, esta regido alvo geralmente corresponde ao 16S e
23S rDNA, que sao altamente conservadas (LEE et al., 1993).

Um sistema classico e confiavel para a detecgao e identificagao foi desenvolvido
com o uso das ferramentas moleculares PCR/RFLP, analisando a regido conservada
dos fitoplasmas (LEE et al., 1998; BERTACCINI; DUDUK, 2009). De acordo com este
esquema, os fitoplasmas sao classificados em diferentes grupos e subgrupos (LEE et
al.,, 1998). A identificacdo realizada por meio de PCR/RFLP emprega enzimas de
restricdo para clivar os fragmentos de DNA que foram amplificados no PCR. Uma
sequéncia especifica de nucleotideos € reconhecida por enzimas especificas, que
cortam os fragmentos de DNA, originando fragmentos menores, 0s quais s&o
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida. Os padrbes de restrigao
resultantes sdo confrontados com os padrdes existentes na literatura, permitindo a
classificagdo dos fitoplasmas em 19 grupos distintos e mais de 40 subgrupos (LEE et
al., 1993, 1998).

Recentemente, uma nova modalidade de RFLP, denominada de RFLP virtual,

tem sido adotada para a identificagcao e classificagao de fitoplasmas (WEI et al., 2007;
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ZHAQO et al., 2009). Os fragmentos genémicos amplificados por PCR sao sequenciados
diretamente ou clonados e, posteriormente, sequenciados. A digestdo in silico é
conduzida com programas de computador. Os padrdes de restricido gerados para o
fitoplasma em estudo sdo comparados com aqueles relatados para outros fitoplasmas.
indices de similaridade entre os padrdes apresentados pelo fitoplasma em estudo e
aqueles encontrados na literatura sao calculados a partir de equacdes matematicas,
permitindo a classificagdo deste fitoplasma em algum dos 31 grupos e diversos
subgrupos reconhecidos até o momento (LEE et al., 1998, 2010, 2010b; BERTACCINI;
DUDUK, 2009; WEI et al., 2007, 2011).

2.1.2.4 Transmissao e controle

Na natureza, a transmissao de fitoplasmas ocorre por meio de insetos vetores;
no entanto, experimentalmente, estes agentes de doenga podem ser transmitidos por
insetos vetores, plantas parasitas do género Cuscuta e por enxertia de tecido (DAVIS,
1995; GOODWIN et al., 1999; LEE et al., 2000; BERTACCINI; DUDUK, 2009). Os
insetos vetores, além de atuarem como agentes transmissores de fitoplasmas, também
podem ser hospedeiros do patdégeno e garantirem sua sobrevivéncia (LEE; DAVIS,
1992). Estes insetos adquirem o fitoplasma ao se alimentarem no floema de plantas
infectadas, podendo, apds um determinado periodo de incubacgao, transmiti-lo para
plantas sadias (BEDENDO, 2011).

Para Weintraub; Beanland (2006), os vetores mais importantes de fitoplasmas
sdo os insetos das familias Cicadellidae, Cixidae, Psyllidae, Delphacidae e Derbidae. O
patdégeno entra no corpo do inseto via estilete durante a alimentagao, sendo absorvido
pela hemolinfa e, subsequentemente, coloniza a glandula salivar. Este processo dura,
em média, algumas semanas (BERTACCINI; DUDUK, 2009). O periodo de laténcia do
fitoplasma no vetor pode variar de 7 a 80 dias, apds o qual o inseto passa a transmitir o
patégeno por toda sua vida (MOYA-RAYGOZA; NAULT, 1998).

As medidas preventivas de controle que visam impedir a entrada do patégeno na
area sao fundamentais para o controle das doencgas associadas aos fitoplasmas
(BEDENDO, 2011). Estas medidas envolvem o uso de mudas de boa qualidade

fitossanitaria, bem como o controle de insetos com uso de agroquimicos, principalmente
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nos estadios iniciais da cultura. Estes procedimentos visam reduzir as fontes de indculo
e a disseminagcdo do patogeno, prevenindo surtos da doenga. Ainda, a remogéo de
plantas invasoras ou de plantas da propria cultura que permanecem no campo apoés a
colheita pode contribuir para a redugdo do indculo na area (BERTACCINI; DUDUK,
2009). O tratamento com antibiético pode resultar na remissao temporaria dos
sintomas, mas esta medida deve ser analisada com cuidado, em fungcdo da seguranca

dos consumidores e da eficiéncia de controle (SECOR, 2007).

2.1.2.5 A associagao de fitoplasmas com doencgas

Doencas associadas aos fitoplasmas ocorrem em centenas de espécies de
plantas, causando perdas em culturas agronomicamente importantes (DAVIS, 1995;
LEE et al., 2000). Dentre as doengas de impacto, pode-se destacar o amarelecimento
letal do coqueiro, que causa a morte de milhdes de plantas no Caribe; o amarelo do
pessegueiro, responsavel pelo deslocamento das areas produtoras nos Estados
Unidos; o amarelo da videira que esta entre as mais sérias doencas da videira no
continente americano e europeu; o nanismo amarelo do arroz, afetando varias regides
do sudeste da Asia; o declinio da pereira que reduz a produtividade e diminui a vida util
dos pomares; o enfezamento do milho, que provoca grandes perdas nas Ameéricas
Central e do Sul (LEE et al., 2000).

Segundo Kitajima (1994), no Brasil ha uma extensa diversidade de plantas
afetadas por fitoplasmas, tais como ornamentais, frutiferas, cereais e hortalicas. Séo
relatadas como exemplos o enfezamento vermelho do milho (BEDENDO et al., 2000);
superbrotamento do hibisco (MONTANO et al., 2001); calice gigante do tomateiro
(AMARAL MELO et al.,, 2006); lenho mole da macieira (RIBEIRO et al., 2007);
superbrotamento do maracujazeiro (RIBEIRO; BEDENDO, 2007); enfezamento do
repolho (AMARAL MELO, 2007); enfezamento da couve-flor (RAPUSSI; BEDENDO,
2008); enfezamento do brocolis (ECKSTEIN et al., 2008); sindrome do amarelecimento
foliar da cana de agucar (SILVA et al., 2009); malformagao de folhas de Celosia sp.
(ECKSTEIN, 2008); superbrotamento da mandioca (FLORES, 2009); e fitoplasmas em
citros (BARBOSA, 2010).



28

2.1.3 Fitoplasmas em soja

Derrick e Newson (1984), apdés analises ao microscépio eletrbnico de
transmissao, relataram a associagao de fitoplasmas com uma doenca presente em
campos do estado norte-americano da Louisiania, caracterizada por sintomas de
superbrotamento das gemas, atraso na senescéncia e ocorréncia de apenas uma
semente nas vagens. Os corpusculos pleomorficos foram observados no floema de
plantas sintomaticas coletadas no campo e em plantas que foram inoculadas
experimentalmente por meio de cigarrinhas da espécie Scaphytopius acutus.

Granada (1979a), ao investigar na Colbmbia, no ano de 1968, as possiveis
causas da doenca conhecida como ‘machismo da soja’, propds fitoplasmas como
possiveis agentes causais da doenca. O autor observou os sintomas em plantas
naturalmente infectadas e em plantas cujo patégeno foi transmitido pela cigarrinha
Scaphytopius fulinosus, encontrada com alta incidéncia nos campos cultivados com
soja. Todas as plantas inoculadas, apés um periodo médio de 39 dias, apresentaram
sintomas idénticos aqueles observados no campo. Os sintomas exibidos por plantas
doentes se expressavam pela coloracdo verde intensa das plantas e pelo
prolongamento do ciclo vegetativo, o qual se mostrava duas a trés vezes mais longo
que aquele das plantas sadias. Também foram observados os sintomas de ma
formagao das vagens e graos, sépalas longas e largas com aparéncia de folhas, filodia,
flores pequenas, fechadas e de coloragao palida, quando o normal é violeta. Granada
(1979b) demonstrou a suscetibilidade do organismo causador do ‘machismo’ ao
antibidtico tetraciclina. As plantas sintomaticas quando submetidas a aplicagédo de
tetraciclina apresentavam a restauracdo da dominéncia apical e as folhas novas
voltavam a se desenvolver normalmente.

Fletcher et al. (1984) encontraram no México plantas de soja apresentando
sintoma de ‘machismo’, caracterizado por senescéncia atrasada, superbrotamento de
gemas, vagens e sementes deformadas e diminutas e algumas plantas com filodia e
virescéncia de pétalas. Estes autores, ao inocularem plantas de soja com a cigarrinha
Scaphytopius fuliginosus infectada com fitoplasma, obtiveram os mesmos sintomas de

‘machismo’ observados anteriormente. Por meio da observagdo em microscépio
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eletrénico foram visualizados organismos pleomoérficos no floema das plantas
infectadas.

Lee et al. (1998a, 1998b) relataram a ocorréncia de dois fitoplasmas distintos em
plantas de soja em Wisconsin (EUA). A presenga de fitoplasma do grupo 16SrVI foi
predominante nas amostras, entretanto algumas apresentavam infeccdo mista com o
fitoplasma do grupo 16Srl-B. Os sintomas tipicos da doenga foram o nanismo,
superbrotamento dos ramos novos, folhagem escura ou com manchas amarelas e
necrose marginal, reducdo no numero de vagens por né e permanéncia de plantas
verdes, mesmo apos a maturacao das vagens e folhas.

Jomantiene et al. (2000) identificaram a ocorréncia de fitoplasma do grupo
16Srlll-B em plantas de soja na Lituania. As plantas apresentavam desenvolvimento
normal, porém ocorria necrose dos vasos, quando as hastes eram cortadas.

Lee et al. (2002) detectaram fitoplasma do grupo 16Srl-A e 16Srl-O em plantas
de soja cultivadas em Wisconsin (EUA). As plantas mostravam um tipo de sintoma
conhecido por “sindrome da haste-verde”. Tais plantas permaneciam verdes apés a
maturacao das vagens, dificultando assim a colheita.

Na Costa Rica, Villalobos et al. (2009) encontraram plantas de soja com sintomas
de nanismo, folhas pequenas, formacao excessiva de brotos e vagens abortadas. Um
fitoplasma foi detectado nestas plantas e, apds analise dos padroes de RFLP e da
sequéncia do 16S rDNA clonado, descobriram que 0 mesmo representava um novo
taxon estreitamente relacionado com representantes do grupo 16SrXIl. Também em
plantas de soja cultivadas na Costa Rica e portadoras dos mesmos sintomas acima
descritos, porém incluindo a permanéncia da planta verde apos a maturagdo das
vagens, Lee et al. (2011) detectaram infeccéo por fitoplasma. Apdés a condugdo de
andlise de PCR/RFLP virtual com as 17 enzimas, propuseram um novo grupo de
classificagao (16SrXXXl) para o referido fitoplasma.

Kumar et al. (2011) identificaram molecularmente fitoplasmas do grupo 16SrlI-C
nos paises africanos de Malauie e Mogambique. Os sintomas tipicos da infecgdo eram
caracterizados por filodia, virescéncia, redu¢cao do tamanho foliar, encurtamento dos

internddios e superbrotamento nas brotagdes. Estes autores relataram que em 1984 ja
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fora observada a ocorréncia de filodia e superbrotamento em plantas de soja em
Mogambique, entretanto, a etiologia da doenga ndo havia sido determinada.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Amostras de plantas de soja

Plantas de soja, no estadio de final de ciclo, foram coletadas em duas
propriedades localizadas na cidade de Sorriso, no estado de Mato Grosso. Dentre as
amostras enviadas para analise foram selecionadas trés amostras sintomaticas de cada
uma das propriedades.

As plantas apresentavam folhas com deformacgdes do tipo bolhas na face adaxial;
desenvolvimento anormal dos botdes florais, os quais n&o se abriam em flores; vagens
de tamanho reduzido, com menor numero de sementes; menor numero de vagens por
planta; vagens que ndo completaram a maturagéo; coloragdo verde da parte aérea de

plantas em final de ciclo (Figura 1).
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Planta
Sintomatics 5
Figura 1 - Plantas sintomaticas de soja. A: redugdo na produgdo de vagens; B: interrupgdo no

desenvolvimento normal dos botdes florais, os quais ndo evoluiram para abertura das flores;
C: folhas com deformagdes do tipo bolhas na face adaxial
Figuras B e C. Fonte: Dr Eros Francisco- Fundagao Mato Grosso.

2.2.2 Extragao do DNA

A extracdo do DNA total foi processada a partir da nervura central e do peciolo
das folhas amostradas no campo. Para este procedimento foi empregado um kit
comercial de extragdo (DNeasy Plant Mini Kit - Qiagen), seguindo as recomendacgdes
do fabricante.

O protocolo de extragéo € descrito a seguir. Aproximadamente 1,0 g de material
vegetal fresco foi macerado em almofariz de porcelana, usando-se nitrogénio liquido. O
material foi colocado em microtubo do tipo Eppendorf de 1,5 mL, adicionados 400 yL do
tampao AP1 (Qiagem) e 4 yL RNase. Os microtubos foram mantidos por 10 minutos a
65°C. Em seguida, foram adicionados 130 pyL do tampao AP2 (Qiagem) e a mistura foi
incubada a -20°C por 5 minutos. Apos centrifugagao a 13.000 rpm por 5 minutos, o
precipitado foi descartado e o sobrenadante aplicado em uma coluna montada sobre
um tubo coletor. O material foi centrifugado nas mesmas condi¢gdes citadas
anteriormente. Ao filtrado que passou pela coluna foram adicionados 675 pL do tampao

AP3 (Qiagem). Um volume de 650 pL desta mistura foi aplicado em uma coluna e
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centrifugado por 1 minuto a 8.000 rpm. O filtrado que passou pela coluna foi descartado
e a coluna contendo o DNA foi transferida para um novo microtubo. Ao DNA foram
adicionados 500 pL do tampdo AW (Qiagem), centrifugados por 1 minuto a 8.000 rpm.
Este processo foi realizado duas vezes, sendo que, na segunda lavagem, a
centrifugacgao foi processada a 14.000 rpm por 2 minutos. Posteriormente, o material foi
transferido para um novo microtubo e adicionados 100 pL do tampdo AE (Qiagem),

para eluicado do DNA. Finalmente, o DNA foi armazenado a -20°C.

2.2.3 Deteccao de fitoplasma por PCR

O DNA total extraido de cada amostra foi diluido em agua deionizada (miliQ) e
autoclavada em diferentes concentragdes, para serem utilizados nas reagdes de PCR.
O controle negativo foi representado pelo DNA de plantas assintomaticas e agua,
enquanto como controle positivo foi usado DNA de plantas de milho, comprovadamente
infectadas por fitoplasma.

Na detecgéo foram utilizados primers que amplificam a regido correspondente ao
16S rDNA de fitoplasmas. Os primers R16mF2/mR1 (GUNDERSEN; LEE, 1996), P1/P7
(DENG; HIRUKI, 1991; SMART et al., 1996) e R16F2n/R2 (GUNDERSEN; LEE, 1996)
foram usados nas reagbes de duplo (nested) PCR. O produto da primeira reagdo com
os primers mF2/mR1 ou P1/P7, foi usado como molde para a segunda reag¢ao, onde foi
usado o par F2n/R2. Este ultimo amplifica uma sequéncia nucleotidica de
aproximadamente 1,2Kb.

As sequéncias dos primers utilizados encontram-se descritas abaixo.

R16 P1 -5 AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T 3’ (DENG; HIRUKI, 1991).
R16 P7 -5 CGT CCT TCATCG GCT CTT 3’ (SMART et al., 1996).
R16 mF2 - 5° CAT GCA AGT CGA ACG GA 3’ (GUNDERSEN; LEE, 1996).
R16 mR1 -5 CTT AAC CCC AAT CAT CGA C 3’ (GUNDERSEN; LEE, 1996).
R16 F2n - 5 GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG 3’ (GUNDERSEN; LEE, 1996).
R16 R2 - 5 TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G 3 (GUNDERSEN; LEE,
1996).
Cada reacgao foi processada com um volume final de 25 yL contendo: 1 pL do

extrato do DNA diluido ou puro; 18,7 yL de agua miliQ; 0,5 yL de cada primer (na
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concentracdo de 20 pmol/ pL); 2 pL de solugdo tampédo 10 X PCR e 0,17 uL de
Amplitaq 5 U/ uL. Para os primers mF2/mR1, P1/P7 e F2n/R2, o termociclador foi
programado para 35 ciclos, compreendendo: 1 minuto a 94°C para desnaturagao, 2
minutos a 50°C para anelamento e 3 minutos a 72°C para extensao; uma unica etapa
de desnaturacédo inicial de 1 minuto a 94°C e uma de extensao final de 7 minutos a
72°C também foram incluidas.

Os produtos obtidos nas reacbes de duplo PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, contendo o corante Sybr safe® 1%, usando tamp&o
TBE 0,5 X. O DNA gerado nas reactes de PCR foi submetido a corrente elétrica por 60
minutos a 65 volts e a visualizagdao dos fragmentos amplificados foi realizada em

transiluminador de luz ultravioleta.

2.2.4 Identificagao de fitoplasma por PCR com primers especificos

Apés a detecgao do fitoplasma, o produto da primeira reagdo de PCR com os
primers mF2/mR1 e P1/P7, foi re-amplificado com primers especificos para os grupos
16Srl e 16Srlll. As reagdes de PCR e a eletroforese foram processadas nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente.

Como padrdes positivos foi utilizado DNA extraido de plantas de milho,
infectadas pelo fitoplasma do enfezamento pertencente ao grupo 16Srl, e DNA de
plantas de chuchu, portadoras do fitoplasma do superbrotamento pertencente ao grupo
16Srlll.

As sequéncias dos primers especificos utilizados s&o descritas a seguir (LEE et
al., 1994).

R16(1)F1 - 5 TAA AAG ACC TAG CAATAG G 3’
R16(1)R1-5 CAATCC GAACTGAGACTGTJ
R16(lIF2 - 5 AAG AGT GGA AAA ACT CCC 3’

R16(ll)R1 -5 TCC GAACTGAGATTGA 3

2.2.5 Purificagado do 16S rDNA
A purificacdo do DNA foi realizado com o kit de purificagdo PureLinkTM

(Invitrogen), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Em um microtubo de
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1,5 mL, foram adicionados 300 uL do tamp&o de captura e 75 pL do produto obtido na
reacdo de PCR com primers F2n/R2. A mistura obtida foi colocada em uma coluna com
filtro, acoplada ao tubo coletor, centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto. O liquido que
passou pela coluna foi descartado. A coluna foi recolocada ao tubo coletor, adicionados
650 pyL do tampéao de lavagem e realizada uma nova centrifugagdo, nas mesmas
condigdes descritas anteriormente. O liquido que passou pela coluna foi descartado e o
restante foi submetido a uma nova centrifugacédo por 3 minutos a 13.000 rpm, para
remover os residuos do tampao de lavagem. Apos a centrifugacdo, a coluna foi
transferida para um novo tubo e adicionados 50 uL de tampao de eluicdo. O material foi
incubado a temperatura ambiente por 1 minuto e, em seguida, centrifugado a 14.000
rom por 2 minutos. As amostras purificadas foram armazenadas a temperatura de 20°C
negativos.

A concentragdo do DNA foi estimada por comparagcido visual da banda do
marcador Lambda DNA com as bandas do DNA purificado.

2.2.6 Clonagem do 16S rDNA do fitoplasma

Para realizar a clonagem, o fragmento de DNA de 1,2Kb purificado foi inserido no
vetor pGEM®- T Easy Vector System | (Promega) e clonado em Escherichia coli da
estirpe DH5a. A insercdo do DNA ao plasmideo € chamada ligacdo. Neste processo
foram utilizados 3 pL do DNA purificado, 1 uL do vetor (25 ng. pL™"), 5 pL de tampao
ligase 2X e 1 uL de T4DNA ligase (3 U. pL™"), formando uma mistura de 10 pL que foi
colocada em um microtubo e armazenada por 12 horas a 4°C.

A transformacdo é o processo de inser¢gao do vetor contendo o fragmento de
DNA nas células competentes da E. coli. As células competentes foram preparadas
conforme Hanahan (1983), onde em um microtubo adicionou-se 2 uL do produto da
ligacdo em 50 pL de células competentes e incubou-se no gelo por 30 minutos. Em
seguida, a mistura foi submetida a um choque térmico, por incubacédo a 42°C por 50
segundos, e, imediatamente, imersdo em gelo durante 2 minutos. Apds o choque, foi
adicionado as células transformadas 450 pyL de meio de cultura SOC (1% de triptona,
0,5% extrato de levedura, 8,5 mM NaCl, 2,5 mM de KCI, 0,001 mM MgCl, 0,02 mM de

glicose e agua até completar o volume de 1000 mL) pré-aquecido a 37°C. Os
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microtubos permaneceram por 2 horas a 37°C em agitador para promover o
crescimento das células transformadas. Apds este periodo, 80 pyL da suspensio de
células transformadas foram plaqueados em meio LB (1% de triptona, 0,5% extrato de
levedura, 0,25% de NaCl, 4% de agar) e acrescidos 20 uL de ampicilina (100 mg.mL™),
20 pL X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopiranosida na concentragdo de 50
ng/mL) e 20 pyL de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosida na concentragdo de 50
mg/mL). As coldnias foram incubadas a 37°C por 12 horas. Os produtos X-gal e IPTG
foram usados para avaliar a atividade de B-galactosidae nos transformantes, permitindo
diferenciar as bactérias transformadas das nao transformadas. As col6nias de coloragao
branca corresponderam as células transformadas, enquanto aquelas de coloragao azul
representaram as células nao transformadas. Os clones foram transferidos para tubos
do tipo Falcon, contendo meio liquido LB e incubados a 37°C por 12 horas, sob
agitacao de 200 rpm para promover o crescimento da bactérias.

A partir das bactérias clonadas, foi realizada a extragdo do plasmideo de trés
clones para cada uma das amostras, contendo o fragmento de DNA do fitoplasma. A
extracéo foi realizada com o kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para confirmagao
da presencga do fitoplasma no plasmideo, foi realizada uma reacdo de PCR com o par

de primer SP6/T7 e uma digestdo com a enzima de restricdo EcoRI.

2.2.7 Sequenciamento e analise das sequéncias do 16S rDNA do fitoplasma

Os plasmideos contendo os clones foram sequenciados pela empresa Macrogen
(Seul, Coréia do Sul), usando o par de primers SP6/T7. As sequéncias obtidas foram
analisadas através dos programas computacionais de construgdo Bio Edit V.7.0.9.0
(HALL, 1999) e analise de sequéncias (Multiple Sequence Alignment - CLUSTALW).

2.2.8 Analise de RFLP in silico

O programa pDraw32 V.1.1.110 (AcaClone Software) foi usado para analise dos
mapas de sitios putativos de restricdo das sequéncias do 16S rDNA do fitoplasma
encontrado nas plantas sintomaticas de soja. A sequéncia nucleotidica do 16S rDNA do

fitoplasma obtido neste estudo e as sequéncias dos fitoplasmas representantes do
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grupo 16Srl depositadas no GenBank foram clivadas e alinhadas no programa Bio Edit
V.7.0.9.0. No programa pDraw32 V.1.1.110 foi realizada uma digestao simulada por
computador com as 17 enzimas propostas por Wei et al., (2007). Estas enzimas foram
Alul, BamHI, Bfal, BstUI, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel,
Rsal, Sspl, Taql. Apés a digestao in silico, foi gerada uma imagem simulada de
eletroforese em gel de agarose 3%.

Os padrées gerados pela analise de RFLP in silico, correspondentes ao
fitoplasma encontrado neste estudo, foram comparados com aqueles dos fitoplasmas
representantes dos diversos subgrupos do grupo 16Srl, para fins do calculo dos
coeficientes de similaridade (F). Para cada par de fitoplasma, foi calculado o coeficiente
de similaridade de acordo com a formula descrita por Nei e Li (1979), F= 2Nxy/(Nx+Ny),
onde Nx e Ny representam o numero total de bandas no perfil de cada fitoplasma
resultantes da digestdo com as 17 enzimas e Nxy é o numero de bandas
compartilhadas pelos dois fitoplasmas. As bandas de até 50 pb foram consideradas

para os calculos.

2.2.9 Andlise filogenética

Uma arvore filogenética foi construida usando-se as sequéncias nucleotidicas
componentes da regiao do 16S rDNA do fitoplasma encontrado neste estudo e de
representantes de fitoplasmas pertencentes aos grupos 16Srl, 16Srlll, 16SrVII, 16SrlX,
16SrXIll e 16SrXV, através do programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011). Como raiz
da arvore foi utilizada a sequéncia do microrganismo Acholeplasma laidlawii. Na
construcao 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 posi¢cao dos ramos. Os fitoplasmas utilizados na constru¢ao da arvore

estio listados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Sequéncias nucleotidicas do gene 16S rDNA de fitoplasmas representantes dos grupos 16Srl,
16Srlll, 16SrVII, 16SrIX, 16SrXlll e 16SrXV depositadas no GenBank e usadas para
construgao da arvore filogenética

Acesso

Nome da doenga Fitoplasma Genbank Referéncia

Soybean Soy-Br1 - Presente estudo
Tomato Big Bud (BB) 16Srl-A AF222064 Wei et al., 2011

Maize bushy stunt (MBS) 16Srl-B AY265208 Lee etal., 2004

Clover Phyllody (CPh) 16Sri-C AF222065 Wei et al., 2011
Paulownia Witches' Broom (PaWB) 16Srl-D AY265206 Wei et al., 2011
Blueberry Stunt (BBS3) 16SrkE AY265213 Wei et al., 2011
Apricot Chlorotic Leaf Roll (ACLR-AY) 16Srl-F AY265211 Wei et al., 2011
Strawberry Multiplier (STRAWB?2) 16SrkK U96616 Wei et al., 2011

Onion Proliferation (OnP2) 16Srl-L GU223209  Weietal., 2011
Valeriana Yellows (ValY) 16Srl-M AY102273 Jomantiene et al., 2010
[pomoea Obscura Witches' Broom (IOWB)  16Sr-N AY265205 Wei et al., 2011
Soybean Aster Yellows 16Sri-O AF268405 Wei et al., 2011

Aster Yellows (AYIP) 16SrkP AF503568 Wei et al., 2011

Cherry Little Leaf (CherLL) 16SrkQ AY034089 Wei et al., 2011

Cherry Bunchy Leaf (ChBL) 16Srl-R HM067754  Jomantiene et al., 2011
Lilac Little Leaf (LcLL) 16Srl-S HM067755  Jomantiene et al., 2011
Azalea Little Leaf (AzLL) 16SrkT HQ285917  Weietal.,, 2011

Potato Purple Top (PPT-JALG) 16Sri-U FJ914650 Santos-Cervantes et al., 2010
Potato Purple Top (PPT-SON18) 16SrkV FJ914642 Santos-Cervantes et al., 2010
Canadian Peach X-Disease (CX) 16Srll-A L33733 Gundersen et al., 1994
Ash Yellows (AshY) 16SrVI-B AY034608 Barros et al., 2002
Pigeon Pea Witches' Broom (PPWB) 16Sr-IX uU18763 Lee etal., 1998
Mexican Periwinkle Virescence (MPV) 16Sr-XIll AF248960 Wei et al., 2007
Hibiscus Witches' Broom (HibWB) 16Sr-XV AF147708 Montano et al., 2001
Acholeplasma laidlawii Acholeplasma laidlawii  M23932 Weisburg et al., 1989

* A sequéncia foi depositada no GenBank, porém ainda néo foi registrada oficialmente

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Deteccgao de fitoplasmas por PCR

Os resultados mostraram que fitoplasmas estavam presentes nos tecidos das
seis plantas sintomaticas analisadas (Figura 2). A presenga dos fitoplasmas foi
evidenciada pela amplificacédo de fragmentos de DNA de aproximadamente 1,2Kb em
PCR duplo com o uso dos primers R16mF2/mR1, na primeira reacdo e R16F2n/R2, na
segunda reacdo. O peso molecular dos fragmentos genémicos amplificados é esperado
para o par de primers usados nas reagdoes de re-amplificacdo do PCR duplo.
Resultados idénticos foram também obtidos para as reagdes que continham o DNA
extraido de plantas de milho infectadas pelo fitoplasma do enfezamento vermelho, as

quais foram empregadas como controle positivo. No entanto, nenhuma amplificacao
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ocorreu quando o DNA de planta assintomatica de soja, representando padrao

negativo, foi usado na mistura de reagao de duplo PCR (Figura 2).

L] —S ) W ™ - - -

Figura 2 — Presenca de fitoplasmas em plantas sintomaticas e auséncia em planta assintomatica de soja,
pelo uso de duplo PCR com os primers R16mF2/mR1 e R16F2n/R2. As bandas presentes no
gel correspondem as amplificagbes de fragmentos gendmicos de 1,2Kb. Colunas: M=
Marcador molecular (1Kb Ladder); 1 a 6 = Amostras de DNA de plantas sintomaticas de soja;
7= planta de soja assintomatica (padréo negativo); Mi= padrdo positivo representado por
planta de milho sabidamente infectada com fitoplasma; H= agua, usada como controle
negativo nas reag¢des de duplo PCR

Os sintomas encontrados nas amostras de soja analisadas se caracterizavam
por folhnas com deformacdes do tipo bolhas; vagens de tamanho reduzido; vagens
menor numero de sementes; menor quantidade de vagens por planta; vagens que nao
completaram a maturacao; presenca de coloracado verde nas plantas de final de ciclo.
Sintomas similares aos acima descritos foram relatados em alguns paises por Derrick;
Nelson (1984); Granada (1979a); Fletcher et al. (1984); Lee et al. (1998a, 1998b, 2002,
2011). No Brasil, fitoplasmas também foram detectados, por microscopia eletrénica, em
plantas de soja com sintomas de superbrotamento de ramos (KITAJIMA; COSTA, 1979)
e por PCR, em plantas que exibiam enfezamento generalizado e excesso de pequenas
brotacées (RIBEIRO et al., 2001).
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2.3.2 Identificagcao de fitoplasmas por PCR

Em todas as seis amostras foi detectado um fitoplasma pertencente ao grupo
16Srl, através do PCR duplo conduzido com os primers R16(1)F1/R16(1)R1, especificos
para a identificacdo de fitoplasmas deste grupo (Figura 3). Os produtos amplificados
corresponderam a fragmentos de DNA de 1,1Kb, os quais foram visualizados na forma
de bandas em gel de agarose. Como esperado, as reagdes contendo DNA de plantas
de milho usadas como controle, portadoras de fitoplasma do grupo 16Srl, também
geraram amplificagdes de mesmo peso molecular. Quando as mesmas seis amostras
foram submetidas ao teste de duplo PCR com os primers R16(l11)F2/R16(ll1)R1, um
fitoplasma do grupo 16Srlll foi identificado em trés das seis amostras analisadas (Figura
4). Neste caso, a presenca do fitoplasma foi evidenciada pela amplificacdo de
fragmentos gendmicos de 0,8Kb, tipicos para quando se utiliza os referidos primers.
Produtos de PCR de 0,8Kb também foram obtidos para a amostra de chuchu infectada
pelo fitoplasma do superbrotamento, o qual foi usado como referéncia para este grupo
de classificagao.

A ocorréncia de fitoplasmas de ambos os grupos em trés plantas de soja é
caracterizada como infecgdo mista. Este tipo de infeccéo, provocada por dois ou mais
fitoplasmas distintos, tem sido relatada para diversos patossistemas envolvendo
fitoplasmas. No Brasil, por exemplo, em plantas de repolho com enfezamento foram
também identificados fitoplasmas representantes dos grupos 16Srl e 16Srlll (AMARAL
MELLO, 2007). Em couve-flor, fitoplasmas pertencentes a estes dois grupos foram
associados a plantas que apresentavam redugdo no crescimento e deformagao de
inflorescéncia (RAPUSSI-SILVA, 2010). Os resultados do presente trabalho sugerem
que ha predominancia do fitoplasma do grupo 16Srl em relagcdo aquele do grupo
16Srlll, considerando as plantas de soja analisadas. No entanto, em fungcdo do pequeno
numero de amostras estudadas, esta evidéncia podera ou nao ser confirmada
futuramente, em amostragens mais amplas.

Os grupos 16Srl e 16Srlll retnem o maior numero de fitoplasmas conhecidos até
o presente, destacadamente em paises dos continentes americano e europeu. No
Brasil, membros de ambos os grupos ja foram relatados em espécies cultivadas,

daninhas e silvestres. Assim, fitoplasmas do grupo 16Srl foram relatados em
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associagao com a sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-agucar (SILVA et al.,
2009), enfezamento vermelho do milho (BEDENDO et al., 1997) e filodia em frutos de
morangueiro (MELO, 2008), entre outras. Por sua vez, fitoplasmas afiliados ao grupo
16Srlll foram associados, entre outras doencas, ao amarelo da abobrinha-de-moita
(MELO, 2008), superbrotamento da begbnia (RIBEIRO et al., 2006), declinio ou
amarelecimento do cinamomo (DUARTE et al., 2009), lenho mole da macieira
(RIBEIRO et al., 2007), enfezamento do tomateiro (AMARAL MELLO et al., 2006) e
enfezamento da berinjela (AMARAL MELLO et al., 2011).

Figura 3 - Identificagédo de fitoplasma do grupo 16Srl em plantas sintomaticas de soja por duplo PCR com
os pares de primers R16mF2/mR1 e R16(1)F1/ R16(I)R1. Amplificagdo de fragmentos de DNA
de 1,1Kb. Colunas: M= Marcador molecular (1Kb Ladder); 1 a 6 = Amostras de DNA de plantas
sintométicas de soja; Mi= fitoplasma do enfezamento do milho pertencente ao grupo 16Srl,
usado como referéncia; H= agua, controle negativo da reacao
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Figura 4 - Identificagdo de fitoplasma em plantas sintomaticas de soja por duplo PCR com os pares de
primers R16mF2/mR1 e R16(lll)F2/ R16(lll). Amplificagcdo de fragmentos de DNA de 0,8Kb.
Colunas: M= Marcador molecular (1Kb Ladder); 1 a 6 = Amostras de DNA de plantas
sintomaticas de soja; Ch= fitoplasma do enfezamento do chuchu pertencente ao grupo 16Srlll,
usado como referéncia; H= agua, controle negativo da reacao

2.3.3 Andlise das sequéncias nucleotidicas do 16S rDNA do fitoplasma 16Srl

Cada fitoplasma encontrado em cada uma das amostras de soja foi considerado
como um isolado. Assim, no presente trabalho, foram encontrados seis isolados do
grupo 16Srl e trés isolados do grupo 16Srlll.

A analise das sequéncias do DNA do fitoplasma de grupo 16Srlll n&o foi
realizada devido a ndo obtencdo de clones suficientes, sendo feita somente sua
identificacdo por PCR.

Para o fitoplasma do grupo 16Srl, quatro dos seis isolados foram clonados,
enquanto para os dois restantes nao foi possivel a obtencéo de clones. Para cada um
dos quatro isolados foram obtidos trés clones e as trés sequéncias correspondentes aos
trés clones de cada isolado foram alinhadas e comparadas entre si. Para cada isolado
foi determinada uma sequéncia consenso, sendo que estas quatro sequéncias
consenso foram indistinguiveis entre si. Os padrdes de restricdo gerados pela digestao
in silico destas sequéncias foram idénticos para os quatro isolados analisados,
possibilitando concluir que um unico fitoplasma estava presente nos tecidos de plantas

sintomaticas. Estes padrdes estdo representados na Figura 5. Com base nestes



42

achados, o isolado identificado por Soy-Br1 foi escolhido para representar o fitoplasma
do grupo 16Srl, encontrado nas plantas sintomaticas de soja. Esta sequéncia de 1246
pb foi depositada no GenBank.

A similaridade de sequéncia do isolado Soy-Br1 foi de 99% com os fitoplasmas
representantes dos diversos subgrupos que compdem o grupo 16Srl. A analise virtual
de RFLP, utilizando dezessete enzimas e os fragmentos de 1,2Kb produzidos pelo PCR
com os primers R16F2n/R2, revelou que o fitoplasma Soy-Br1, identificado nas plantas
de soja, e o fitoplasma representante do grupo 16Srl-B apresentaram os mesmos
padrdes de restricdo, em relacdo as sequéncias do 16S rDNA (Figura 5). Isto
demonstra a total identidade entre estes fitoplasmas.

Com base nos padrdes de restricdo gerados pela digestao in silico foram
calculados os valores dos coeficientes de similaridade entre o fitoplasma identificado
em soja e os representantes de diferentes subgrupos que compdem o grupo 16Srl.
Estes valores variaram de 1 para os representantes dos subgrupo 16Srl-B (fitoplasma
do enfezamento do milho-MBS) e 16SrI-N (fitoplasma do enfezamento da bata doce-
IOWB “Ipomoea Obscura Witches' Broom”) a 0,87 para o representante do subgrupo
16Sr-O (fitoplasma do amarelo da soja - “Soybean aster yellows”) (Tabela 2).

Com base na analise virtual de RFLP e nos valores dos coeficientes de
similaridade, o fitoplasma identificado nas plantas de soja é idéntico aquele pertencente
ao subgrupo 16Srl-B e 16SrI-N.

Apesar dos valores idénticos dos coeficientes de similaridade entre o isolado
Soy-Br1 e o representante do subgrupo 16Srl-N, os padrdes de restricdo gerados pelo
representante deste subgrupo néo correspondem ao modelo internacional aceito para a
identificacao de fitoplasmas, que estabelece a analise dos padrdes de restricdo obtidos
a partir da digestado enzimatica de fragmentos de DNA de 1,2Kb (LEE et al., 1998; WEI
et al., 2007). O representante do subgrupo 16Srl-N foi diferenciado do representante do
subgrupo 16Srl-B utilizando sequéncias de 1,8Kb (MARCONE et al., 2000). A
diferenciagcdo ocorreu somente para os padroes de restricdo gerados pela enzima
Hpall. Portanto, de acordo com os critérios adotados pelos esquemas de classificagao
atualmente mais aceitos (LEE et al., 1998; WEI et al., 2007), ambos os fitoplasmas

apresentam padroes de restrigao idénticos, baseados nas sequéncias de nucleotideos



43

do 16S rDNA. Por esta razao, o presente estudo considera que o fitoplasma identificado
em plantas de soja pertencente ao grupo 16Srl-B.

A analise do fragmento de DNA clonado e sequenciado pertencente ao isolado
Soy-Br1 e do fragmento pertencente ao fitoplasma representante do subgrupo 16Srl-B
mostrou que ambos os fitoplasmas apresentam os mesmos sitios de restricio em
relagdo a sequéncia de nucleotideos componentes do gene 16S rDNA para todas as
enzimas testadas (Figura 6). Estes resultados confirmam aqueles obtidos pela analise
virtual de RFLP.

s
i1

A - Soy-Bri B - MBS

Figura 5 - Padrbes de restricdo de RFLP gerados pela digestdo in silico de fragmentos de DNA
correspondentes a regido do 16S rDNA do fitoplasma encontrado em plantas de soja (A) e do
representante do 16Srl-B Maize bushy stunt (B). Enzimas de restricdo: Alul, BamHI, Bfal,
BstUI, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal, Sspl, Taql. M=
marcador ¢X174-DNA Haelll digest
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Figura 6 - Analise de sitios putativos de restricdo com as mesmas enzimas utilizadas para analise de

RFLP in silico. Soy-Br1 = sequéncia do 16S rDNA do fitoplasma encontrado na soja; 16Srl-B=
sequéncia do fitoplasma representante do grupo 16Srl-B (Maise bushy stunt-MBS) obtida no
GenBank, nimero de acesso AY265208

Tabela 2 - Valores de coeficientes se similaridade calculados para o fitoplasma detectado na soja e
outros fitoplasmas pertencentes a diversos subgrupos do grupo 16Srl

Subgrupo | A B [ D E F K L M N [} P Q R 5 T u V  Soy-Br1
16Srl-A 1

16Sri-B 0,92 1

16Srl-C 0,91 0,93 1

16Srk-D 0,93 0,97 0,90 1

16SrkE | 0,91 093 092 0,90 1

16SrkF | 0,86 086 089 085 0,87 1

16Srk-K 0,90 092 091 089 091 092 1

16Srk-L 0,89 097 090 094 090 085 0,89 1

16SrkM | 0,88 0,96 093 095 089 084 088 0,93 1

16SrEN | 0,91 099 092 096 092 087 091 096 0,95 1

16Srl-O 0,87 087 080 084 084 0,75 0,81 0,84 0,83 0,87 1

16SrkP | 0,92 094 093 091 093 094 100 091 090 093 0,81 1

16SrkQ | 0,84 092 089 089 089 084 084 089 092 091 081 086 1

16Srk-R 0,91 093 100 090 092 087 091 09 093 092 080 093 0,89 1

16Srk-S 0,90 092 093 089 091 088 092 089 088 091 081 094 0,84 0,93 1

16SrkT | 0,84 092 085 089 085 080 084 089 090 091 082 086 090 085 0,84 1

16SrkU | 0,87 093 088 090 087 081 085 090 090 092 085 087 087 089 087 0,88 1

16SrkV 0,85 093 087 090 o087 081 085 092 090 092 083 087 087 087 085 0,88 0,94 1
Soy-Br1 0,92 1 093 097 093 088 092 097 0,95 1 087 094 092 093 092 092 093 0,93 1

O grupo 16Srl reune uma diversidade de fitoplasmas pertencentes a distintos

subgrupos, sendo este grupo conhecido como “Aster yellows” (LEE et al.,

fitoplasmas estdo associados a culturas agronomicamente

2004). Estes

importantes,

sendo

considerado um dos maiores e mais diversificados grupo de fitoplasmas, com mais de

100 representantes descritos em varias areas geograficas do mundo (MARCONE et al.,
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2000; LEE et al., 2004). Entre os fitoplasmas pertencentes ao grupo “Aster yellows”
estdo aqueles afiliados ao subgrupo 16Srl-B, o qual é destacadamente o mais
importante pela frequéncia de ocorréncia, numero de hospedeiros, importancia das
doencas as quais estdo associados e ampla distribuicdo, abrangendo areas dos
continentes americano, europeu e asiatico (MARCONE et al., 2000).

No Brasil, o fitoplasma do grupo 16Srl-B esta associado a varias doencgas. O
enfezamento vermelho do milho € um bom exemplo, uma vez que esta doenca é
reconhecida como sendo uma das mais importantes da cultura, tanto para o plantio
convencional como para aquele conhecido como “safrinha” (BEDENDO et al., 2000). A
sindrome do amarelecimento foliar da cana-de-agucar, uma doenca que causou danos
significativos em canaviais comercias na década de noventa, também esta associada a
um fitoplasma do subgrupo 16Srl-B, além de um virus que parece ser prevalecente nas
condi¢des brasileiras (SILVA et al., 2009). Um fitoplasma deste subgrupo também foi
encontrado em videira apresentando predominantemente sintomas de clorose foliar, em
vinhedos paulistas e paranaenses, sendo a doengca denominada de amarelo da videira
(NERONI, 2009). Em primavera, uma anomalia caracterizada por forte deformacao
foliar e superbrotamento de ramos foi associada com fitoplasma deste subgrupo em
plantas comercias (SILVA, 2008). Recentemente, uma doenca conhecida por
enfezamento, de relevante importadncia econbmica para a cultura, foi relatada em
plantas de brécolis que apresentavam deformacgdo na inflorescéncia e reducdo no
crescimento (ECKSTEIN, 2010). Plantas de braquiaria (Brachiaria decumbens), capim-
marmelada (Brachiaria plantaginea) e capim-colonido (Panicum maximum) foram
relatadas como hospedeiros potenciais de um representante do subgrupo 16Srl-B,

evidenciando a ampla gama de hospedeiros deste fitoplasma (HAAS, 2005).

2.3.4 Analise filogenética

A sequéncia do 16S rDNA determinada para o fitoplasma Soy-Br1, identificado
no presente estudo, e as sequéncias de fitoplasmas representantes dos grupos 16Srl,
16Srlll, 16SrVIl, 16SrIX, 16SrXIll e 16SrXV foram utilizadas para a construgao de uma
arvore filogenética (Figura 7). Fitoplasmas destes grupos foram selecionados para

comporem a arvore filogenética por possuirem representantes que ocorrem no Brasil.
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As sequéncias correspondentes a cada um destes fitoplasmas foram obtidas junto ao
GenBank, sendo que na arvore filogenética da Figura 7, estdo assinalados os
respectivos numeros de acesso. Os numeros nos ramos representam os valores de
confianga de Bootstraping, o qual foi realizado 1.000 vezes.

A sequéncia nucleotidica correspondente ao fitoplasma Soy-Br1 emergiu do
mesmo ramo que os demais representantes do grupo 16Srl, mostrando que este
fitoplasma esta estritamente relacionado aos fitoplasmas deste grupo de classificagao.
A arvore filogenética mostrou resultados concordantes com aqueles gerados pela
analise virtual de RFLP, bem como nas analises dos sitios putativos de restrigao,
revelando uma concordancia muito forte entre os resultados, os quais permitiram
relacionar geneticamente o fitoplasma presente nas plantas de soja com aqueles

usados como referéncias para o grupo 16Srl.
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— Potato purple top - JAL6 (16Srl-U - FJ914650)

— Potato purple top - SON18 (16Srl-V - FJ914642)

— Maize bushy stunt (16Srl-B - AY265208)

+— Paulownia witches broom (16Srl-D - AY265206)

— Ipomoea obscura witches broom (16Srl-N - AY265205)

— Onion proliferation (16Srl-L - GU223209)

— Soy-Br1

— Azalea little leaf (16Srl-T - HQ285917)
Valeriana yellows (16Srl-M - AY 102273)

2{ Cherry little leaf (16Srl-Q - AY034089)

— AYIP Aster yellows (16Srl-P - AF503568)

— Tomato Big Bud (16Srl-A - AF222064)

— Soybean aster yellows (16Srl-O - AF268405)

— Strawberry multiplier (16Srl-K - U96616)

1

100

L— Blueberry stunt (16Srl-E - AY265213)

—— Apricot chlorotic leaf roll (16Srl-F - AY265211)

Lilac little leaf (16Srl-S - HM067755)

gg |r Clover phyllody (16Srl-C - AF222065)

63L Cherry bunchy leaf (16Srl-R - HM067754)

Mexican periwinkle virescence (16Sr-Xll - AF248960)
Hibiscus witches broom (16Sr-XV - AF147708)

Canadian peach X-disease (16Srlll-A - L33733)

100

Ash yellows (16SrVII-B - AY034608)

92

Pigeon pea witches broom (16Sr-IX - U18763)

Acholeplasma laidlawii (M23932)

Figura 7 - Arvore filogenética construida usando o método Neighbor-Joining com as sequéncias da regiéo
16S rDNA do fitoplasma identificado na soja, de fitoplasmas representantes do grupo 16S5rl,
fitoplasmas dos grupos 16Srlll, 16SrVIl, 16SrIX, 16SrXIIl, 16SrXV e o procarioto Acholeplasma

laidlawii

Especificamente para soja, além de fitoplasmas do grupo 16Srl, fitoplasmas de

outros grupos tém sido identificados em tecidos de plantas sintomaticas. Em infecgao

mista, juntamente com o fitoplasma do

subgrupo 16Srl-B, foi identificado, através de

duplo PCR, um fitoplasma do grupo 16SrVI, o qual foi relatado como sendo

predominante nas amostras de plantas infectadas (LEE et al., 1998a, 1998b). Um

fitoplasma do subgrupo 16Srl-A e um

representante do subgrupo 16Srl-O, também
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foram encontrados em plantas de soja que exibiam sintomas de uma doencga conhecida
por sindrome da haste verde, as quais se mantinham verdes mesmo apods o periodo de
maturacédo das vagens (LEE et al., 2002). No presente trabalho, foram caracterizados
fitoplasmas afiliados ao grupo 16Srlll, porém néao foi possivel classifica-los ao nivel de
subgrupo. Na Lituania, no entanto, foi relatado que um fitoplasma do subgrupo 16SrllI-B
estava associado a plantas que mostravam crescimento normal, apresentando como
alteragdo somente a necrose de tecidos da regido dos vasos condutores
(JOMANTIENE et al., 2000). Fitoplasmas bastante diversos daqueles encontrados em
associagao com as plantas de soja analisadas no presente estudo foram caracterizados
na Africa e na América Central. Assim, em Malaui e Mocambique, a etiologia de uma
doencga de soja conhecida desde a década de oitenta foi esclarecida recentemente
quando um fitoplasma do grupo 16Srll-C foi identificado em plantas infectadas (KUMAR
et al., 2011). Na Costa Rica, um fitoplasma encontrado em soja e geneticamente
distinto daqueles até entdo conhecidos foi proposto como representante de um novo
grupo de classificacdo, denominado de 16SrXXXI (LEE et al., 2011).

As pesquisas desenvolvidas neste trabalho demonstraram a presenca de
fitoplasmas afiliados aos grupos 16Srl e 16Srlll em tecidos provenientes de plantas
sintomaticas de soja. Destaca-se que o objetivo maior deste estudo foi identificar
molecularmente e classificar os fitoplasmas que foram detectados nestas plantas, cujos
sintomas chamaram a atencao de técnicos envolvidos com a cultura. Considera-se que
um maior numero de amostras coletadas em areas mais diversas e abrangentes, bem
como testes de transmissao seriam necessarios para fundamentar a hipotese de que os
fitoplasmas identificados estariam relacionados com os sintomas exibidos pelas plantas.
No entanto, o presente trabalho pode contribuir para estudos futuros mais
aprofundados, uma vez que os resultados aqui obtidos evidenciaram que plantas de
soja sao hospedeiras de fitoplasmas dos grupos 16Srl e 16Srlll, os quais também

ocorrem em varios outros hospedeiros cultivados nas condigdes brasileiras.
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3 CONCLUSOES

Com base nos resultados deste trabalho, foi revelada a presenca de fitoplasmas
pertencentes aos grupos 16Srl-B e 16Srlll em plantas sintomaticas de soja. O
representante do grupo 16Srl-B foi predominante em relagdo aquele do grupo 16Srlll,
nas amostras analisadas. A deteccao e identificacdo destes agentes evidenciaram que
a soja pode ser considerada como uma espécie hospedeira de fitoplasmas. Este
trabalho se constitui no primeiro relato sobre a identificacdo molecular de fitoplasmas

ocorrentes em soja no Brasil.
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Sequéncia parcial do gene 16S rDNA do fitoplasma presente na soja

>Soy-Br1
GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAG
ACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGG
GTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTC
GGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGG
TACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTA
CCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGG
GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGT
TTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAG
TAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGA
GGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAA
AGCGTGGGGAGCAGACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGA
GTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGG
TGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGC
TTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGAT
AAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCG
AATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGT
TGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTT
GTACACACCGCCCGTCA



