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RESUMO

Caracterizacdo molecular e diversidade de fitoplasmas em pomares de citros
no Estado de Séo Paulo

Recentemente, um fitoplasma do grupo 16SrIX foi associado a plantas de citros com sintomas
de huanglongbing (HLB) no Estado de Sdo Paulo. No entanto, em raz&o da ampla diversidade de
fitoplasmas que tem se observado em varias culturas no Brasil, seria possivel que além do
fitoplasma do grupol6SrIX, outros fitoplasmas também pudessem estar associados a plantas de
citros no Estado de S&o Paulo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar se outros
fitoplasmas, além daquele do grupo 16SrIX, estdo associados a plantas de citros no Estado de Sao
Paulo. Amostras foliares de plantas de citros, plantas daninhas e cicadelideos foram coletados entre
0s meses de Junho a Outubro de 2010, em pomares localizados em quatro municipios: Araraquara,
Bebedouro, Piracicaba e Taquarituba. Analises de nested PCR evidenciaram a presenca de
fitoplasmas associados a plantas de citros (sintoma: clorose foliar); a plantas daninhas: Bidens pilosa
(sintomas: filodia e virescéncia), Leonorus sibiricus (sintoma: deformacdo foliar), Solanum
americanus (sintoma: superbrotamento foliar), Erigeron bonariensis (sintomas: avermelhamento e
superbrotamento foliar) e Euphorbia heterophylla (sintoma: deformacao foliar); e a cicadelideos da
espécie Agallia albidula (Uhler, 1895) (subfamilia Agalliinae). A confirmacdo da presenca e
caracterizacdo molecular dos fitoplasmas foi realizada através de analises de RFLP e
sequenciamento da regido 16S rDNA. Uma ampla diversidade de fitoplasmas foi identificada.
Fitoplasmas dos grupos 16Srlll e 16SrIX foram associados a plantas de citros em Piracicaba,
enquanto um fitoplasma do grupo 16SrVII foi associado a plantas de citros em Bebedouro.
Fitoplasmas do grupo 16Srlll foram associados a plantas daninhas das espécies B. pilosa, L.
sibiricus e S. americanus em Piracicaba e fitoplasmas do grupo 16SrVII foram associados a plantas
de E. bonariensis e E. heterophylla em Piracicaba e Taquarituba, respectivamente. Um fitoplasma
do grupo 16Srlll foi associado a A. albidula em Taquarituba, sugerindo ser este um potencial inseto
vetor de fitoplasmas em pomares de citros. Com base na analise da regido 16S rDNA, muitos dos
fitoplasmas encontrados apresentaram-se distintos dos fitoplasmas ja relatados. Em virtude disto,
estes fitoplasmas foram propostos como representantes de novos subgrupos pertencentes aos grupos
16Srlll, 16SrVII e 16SrIX. Os resultados obtidos neste estudo ndo nos permite a associacdo dos
fitoplasmas encontrados com o HLB ou qualquer outra doenga ja descrita, sendo, portanto,
necessarios mais estudos visando confirmar o papel destes fitoplasmas como patégenos de citros e
plantas daninhas.

Palavras-chave: Citricultura; Doencas de plantas; Epidemiologia; Fitoplasmas; Insetos vetores;
Laranja; Plantas daninhas



10



11

ABSTRACT

Molecular characterization and diversity of phytoplasmas in citrus orchards
in the Sao Paulo state

Recently a phytoplasma of the 16SrIX group was associated with citrus trees exhibiting
symptoms of huanglongbing (HLB) in Sao Paulo state. However, due to the wide diversity of
phytoplasmas that have been observed in several crops in Brazil, it is possible that in addition to the
phytoplasma of group 16SrIX other phytoplasmas could also be associated with citrus trees.
Therefore, the objective of this study was to investigate if others phytoplasmas besides that of the
16SrIX group are associated with citrus plants in the S&o Paulo state. Leaf samples from citrus trees,
weeds and cicadellids were collected between June and October of 2010 from citrus orchards of four
municipalities of the Sao Paulo state: Araraquara, Bebedouro, Piracicaba and Taquarituba. Nested
PCR analysis revealed the presence of phytoplasmas associated with citrus trees (symptom: leaf
chlorosis), weeds: Bidens pilosa (symptoms: phyllody and virescence), Leonorus sibiricus
(symptom: leaf distortion), Solanum americanus (symptom: witches’ broom), Erigeron bonariensis
(symptoms: redning and witches’ broom) e Euphorbia heterophylla (symptom: leaf distortion); and
cicadellids of specie Agallia albidula (Uhler, 1895) (subfamily Agalliinae). The confirmation of the
phytoplasma presence and molecular characterization was carried out by RFLP analysis and
sequencing of the 16S rDNA region. A wide diversity of phytoplasmas was verified. Phytoplasmas
of the 16Srlll and 16SrIX groups were associated with citrus trees in Piracicaba, while a
phytoplasma of the 16SrVII group was associated with citrus trees in Bebedouro. Phytoplasmas of
the 16Srlll group were associated with weeds belonging to the species B. pilosa, S. americanus and
L. sibiricus in Piracicaba and a phytoplasma of the 16SrVII group was identified associated with
plants of E. bonariensis and E. heterophylla in Piracicaba and Taquarituba, respectively. A
phytoplasma of the 16Srlll group was associated with A. albidula in Taquarituba, suggesting that
this cicadelid is a potential vector of phytoplasmas in citrus orchards. Based on the analysis of the
16S rDNA region, many of the found phytoplasmas are distinct from those already reported. Due to
this distinction, these phytoplasmas were proposed as representatives of new subgroups of the
groups 16Srlll, 16SrVII and 16SriX. The results of this study don’t allow us associate the found
phytoplasmas with HLB or any other described disease. Thus, more studies are needed to identify
the role of theses phytoplasmas as pathogens of citrus trees and weeds.

Keywords: Citrus crop; Plant diseases; Epidemiology; Phytoplasmas; Vector insects; Orange;
Weeds
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1 INTRODUCAO

A citricultura é a segunda maior atividade agricola do Estado de S&o Paulo, ficando atras
apenas do cultivo da cana-de-actcar (FNP, 2009). Assim como toda cultura cultivada de modo
intensivo no Brasil, a citricultura é afetada por muitos problemas fitossanitarios, incluindo as
doencas causadas por fungos, virus, nematdides e, principalmente por, bactérias. Neste contexto,
atualmente o principal problema fitossanitario da citricultura é o huanglongbing (HLB) (ex-
greening). Apesar da falta do cumprimento dos Postulados de Koch, ‘Candidatus Liberibacter spp.’
é considerada o agente etioldgico do HLB (CHEN et al., 2009).

Em fevereiro de 2007, plantas de citros exibindo sintomas de folhas mosqueadas, frutos
deformados, sementes abortadas e feixes vasculares da columela apresentando coloracdo alaranjada
foram observadas em uma area livre de HLB no Estado de S&o Paulo (TEIXEIRA et al., 2008).
Estes sintomas, caracteristicos de HLB, sugeriram a presenca de 'Ca. Liberibacter spp.” nas plantas
amostradas. Andlises de PCR com primers espécificos revelaram a auséncia de 'Ca. Liberibacter
spp.” nestas plantas. No entanto, analises de microscopia eletronica revelaram corpos pleomorficos
habitando os vasos do floema destas plantas, os quais sdo caracteristicos de fitoplasmas. Através de
analises de PCR com o uso de primers universais para estes procariotos, um fragmento da regiao
compreendida entre o gene ribosomal 16S rRNA e a regido intergénica 16S rRNA-23S rRNA foi
amplificado. Com base no sequienciamento desta regido um fitoplasma pertencente ao grupo 16SrIX
(‘Ca. Phytoplasma phoenicium’) foi identificado nas plantas com sintomas de HLB. Assim, de
acordo com Teixeira et al. (2008), trés agentes sdo associados a sintomas de HLB no Brasil: duas
alpha-proteobactérias (‘Ca. L. americanus’ e ‘Ca. L. asiaticus’) e um fitoplasma pertecente ao grupo
16SrIX.

Em razdo da ampla diversidade de fitoplasmas que tem se observado em vaérias culturas no
Brasil (MONTANO et al., 2007; Tabela 1), € possivel que além do fitoplasma do grupol6SriX,
outros fitoplasmas tambeém possam estar associados a plantas de citros em pomares de diferentes
regides citricolas do Estado de S&o Paulo. Em suporte a esta hipotese, foi verificado na China a
associacdo de um fitoplama pertencente ao grupo 16Srl (‘Ca. Phytoplasma asteris’) a plantas de
citros exibindo sintomas de HLB (CHEN et al., 2009). Além disto, um fitoplasma pertecente ao
grupo 16SrlI (‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’) ¢ associado a uma doenca letal do citros, denominada
Witches -broom disease of lime (WBDL) (ZREIK et al., 1995), a qual € de ocorréncia restrita a
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paises do oriente médio (BOVE, 1986; AROCHA et al., 2007; GARNIER; ZREIK; BOVE, 1991;
GHOSH et al., 1999; BOVE et al., 2000).

Com base no exposto acima, os objetivos deste estudo foram:

(i) verificar a ocorréncia e a diversidade de fitoplasmas associados a plantas de citros em
diferentes regides citricolas do Estado de S&o Paulo através da anélise da regido 16S rDNA, e além
disto;

(ii) identificar plantas daninhas hospedeiras dos fitoplasms encontrados em citros e;

(iii) identificar o(s) insetos(s) que possam ser potenciais vetores de fitoplasmas em pomares de

citros.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo bibliografica
2.1.1 Fitoplasmas

Fitoplasmas sdo bactérias fitopatogénicas habitantes de floema que estdo associadas a mais
de 700 doengas nas mais diversas culturas em todo o mundo (BERTACCINI, 2007). Estes
procariotos pertencem a classe Mollicutes, a qual engloba bactérias pleomorficas, envoltas por uma
unica membrana, cujo tamanho varia de 200 a 800nm (WEISBURG et al., 1989; BERTACCINI,
2007). Os fitoplasmas geralmente causam danos no desenvolvimento de suas plantas hospedeiras,
sendo que a colonizacdo das plantas por eles € expressa na forma dos mais variados tipos de
sintomas, entre eles 0s mais comuns sdo clorose generalizada, declinio de plantas, superbrotamento
de ramos, deformacao de folhas e 6rgdo florais, enfezamento, avermelhamento de folhas, necrose de
vasos do floema, filodia e virescéncia (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000;
HOGENHOUT et al., 2008).

Os fitoplasmas perderam muitas rotas metabolicas durante sua evolugdo, como aquelas para
a sintese de ATP, aminoacidos e até nucleotideos, os quais sdo obtidos diretamente dos seus
hospedeiros e, por esta grande dependéncia, ainda ndo sao cultivados em meio artificial (BAI et al.,
2006; OSHIMA et al., 2004), o que tem dificultado o seu estudo, principalmente com relacdo a
testes de patogenicidade.

Os fitoplasmas sdo disseminados na natureza principalmente por insetos vetores (DAVIS et
al., 1995), da seguinte maneira: os fitoplasmas sdo adquiridos durante a alimentacdo em plantas
infectadas, os quais, uma vez no interior dos insetos, atravessam as células do trato digestivo,
replicam-se em varios 6rgdos do inseto, atravessam as glandulas salivares e, por fim, alcancam a
saliva e sdo subseqiientemente introduzidos em outras plantas (HOGENHOUT et al., 2008). Os
insetos vetores de fitoplasmas séo, em sua maioria, sugadores de floema de plantas, principalmente
cigarrinhas pertencentes a familia Cicadellidae, da ordem Auchenorrhyncha, as familias Cixiidae,
Delphacidae, Derbidae e Flatidae, da infraordem Fulgoromorpha, e psilideos da familia Psyllidae,
ordem Sternorrhyncha. A grande maioria dos vetores esta na familia Cicadellidae e, dentro desta
familia, a subfamilia Deltocephalinae é a mais importante por abrigar 75% das espécies conhecidas
de vetores. Outras nove subfamilias da familia Cicadellidae também comportam cigarrinhas vetoras

de fitoplasmas, as quais sdo: Agallinae; Aphrodinae; Cicadellinae; Coelidiinae; Idiocerinae;



24

Macropsinae; Scarinae e Typhlocybinae (WEINTRAUB; WILSON, 2009; WEINTRAUB,;
BEANLAND, 2005).

2.1.2 Classificacao de fitoplasmas

As bactérias conhecidas atualmente como fitoplasmas foram inicialmente denominados
como organismos do ‘tipo micoplasma’, por serem morfologicamente parecidos com micoplasmas
de animais, conforme observado através de microscopia eletronica de transmissdo (DOI et al.,
1967). Alem de serem morfologicamente parecidos com os micoplasmas de animais, que sdo
bactérias da classe Mollicutes (desprovidas de parede celular), foi observado que esses organismos
encontrados em plantas também eram sensiveis ao antibidtico tetraciclina, reforcando a sua
classificacdo como procariotos (DOI et al., 1967). Com o0 avanco das técnicas moleculares, foi
realizado o seqlienciamento da regido 16S rDNA altamente conservada, a qual contém informacdes
que permitem a analise filogenética das bactérias (VANDAMME et al., 1996). A analise da regido
16S rDNA, através do sequenciamento de nucleotideos, mostrou que os organismos do ‘tipo
micoplasma’ formam um grupo monofilético dentro da classe Mollicutes (LIM; SEARS, 1989;
GUNDERSEN et al., 1994), a mesma classe que comporta os micoplasmas de animais, no entanto
sdo mais préximos filogeneticamente dos Acholeoplasmas. No ano de 1994 os fitopatdgenos deste
grupo monofilético foram designados com o termo trivial fitoplasmas (INTERNATIONAL
COMMITTEE ON SYSTEMATIC BACTERIOLOGY SUBCOMMITTEE ON THE TAXONOMY
OF MOLLICUTES, 2004).

Atualmente a identificacdo e classificacdo de fitoplasmas sdo baseadas na analise do gene
16S rRNA. A partir da anélise de um fragmento deste gene denominada regido 16S rDNA “F2n/R2”
(amplificada por PCR com o par de primers 16F2n/16R2), os fitoplasmas sdo classificados em
grupos e subgrupos pela técnica de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism-RFLP), e a
partir da similaridade de nucleotideos da regido 16S rDNA “F2n/R2”, séo classificados em espécies
putativas, referidas como ‘Candidatus Phytoplasma’.

A analise de RFLP da regido 16S rDNA “F2n/R2” amplificada por PCR, tem fornecido bases
moleculares confiaveis para a identificacdo e classificagdo de uma ampla gama de fitoplasmas

(ZHAO et al., 2009) e este esquema facilitou muito os estudos tanto na diversidade genémica de
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fitoplasmas quanto na epidemiologia das doencas associadas a fitoplasmas (LEE, DAVIS,
GUNDERSEN-RINDAL, 2000).

O primeiro esquema de classificacdo de fitoplasmas baseado na técnica de RFLP foi publicado
em 1993 (LEE et al., 1993). Neste trabalho 40 fitoplasmas distintos foram analisados da seguinte
maneira: a regido 16S rDNA “F2n/R2” foi digerida por 15 enzimas de restricdo e com base no
coeficiente de similaridade (F) (NEI; LI, 1979), derivado dos perfis de RFLP, foram diferenciados
nove grupos, designados de 16Srl até 16SrIX, e 14 subgrupos, os quais sao identificados por letras,
como por exemplo, 16Srl-A. Em 1998 o esquema foi ampliado (LEE et al., 1998) e 14 grupos e 32
subgrupos foram estabelecidos, com base também em coeficientes de similaridade dos padrfes de
RFLP de 17 enzimas de restri¢do, analise filogenética e similaridade de nucleotideos seqlienciados.
Neste esquema, um fitoplasma de um novo subgrupo era descrito quando apresentava diferenca no
perfil de restricdo correspondente a uma ou mais enzimas, quando comparado com 0s demais
fitoplasmas do mesmo grupo, enquanto que os fitoplasmas de diferentes grupos possuiam
coeficiente de similaridade de no méximo 0,87. Vérios novos grupos e subgrupos de fitoplasmas
foram descritos seguindo estes critérios (MONTANO et al., 2000, 2001; JOMANTIENE et al.,
2002; BARROS et al., 2002; LEE et al., 2004; AROCHA et al., 2005).

Uma das alternativas para a geracdo de perfis de RFLP é a restri¢do in silico (realizada através
de programas computacionais) a partir do seqlienciamento da regido 16S rDNA “F2n/R2” dos
fitoplasmas. Através deste método, novos grupos e subgrupos foram delineados e no momento
existem 29 grupos e mais de 100 subgrupos descritos (WEI et al., 2007; 2008; ZHAO et al., 2009;
DAVIS et al., 2010). A digestdo in silico facilitou a identificacdo de fitoplasmas, uma vez que a
digestdo em laboratério com as 17 enzimas de restricdo é invidvel para a analise de grande
quantidade de amostras.

Recentemente foram estabelecidas regras claras para o delineamento de novos grupos e
subgrupos de fitoplasmas, as quais sdo (ZHAO et al., 2009): quando dois fitoplasmas apresentam
coeficiente de similaridade com valor 1,0, significa que eles pertencem ao mesmo grupo e subgrupo,
quando o valor é de 0,98 ou 0,99, os fitoplasma sdo variantes de um mesmo subgrupo, se for igual
ou menor de 0,97 quando comparado com todos os outros fitoplasmas de um subgrupo ele é
considerado um novo subgrupo (WEI et al., 2008), e somente é considerado como representante de

um novo grupo quando o valor do coeficiente de similaridade é de 0,85 ou menor.
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A proposicdo da classificagdo de fitoplasmas em espécies putativas, denominadas de ‘Ca.
Phytoplasma’, teve origem na mesma época em que foram publicados os primeiros esquemas de
classificacdo baseados na analise de RFLP da regido 16S rDNA “F2n/R2”. Na mesma ocasido em
que o termo fitoplasma foi adotado para designar os até entdo organismos do tipo micoplasma, foi
feita a proposta de que fitoplasmas poderiam ser distinguidos ao nivel taxonémico de género
(INTERNATIONAL COMMITTEE ON SYSTEMATIC BACTERIOLOGY SUBCOMMITTEE
ON THE TAXONOMY OF MOLLICUTES, 1993). A partir de entdo, entre 1994 e 2004, vérias
espécies putativas de ‘Ca. Phytoplasma’ foram descritas, porém ndo havia um delineamento exato
do que seria uma espécie candidata.

As orientacOes para a descricdo de novas espécies putativas foram estabelecida em 2004 pelo
IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma ~ Working Team-Phytoplasma  taxonomy  group
(PHYTOPLASMA/ SPIROPLASMA WORKING TEAM - PHYTOPLASMA TAXONOMY
GROUP, 2004). Segundo esta publicacdo, a descrigdo de uma espécie ‘Ca. Phytoplasma’ ¢ baseada
em uma sequiéncia unica da regido 16S rDNA (>1.200 pb, representando a regido “F2nR2”), onde
um fitoplasma pode ser descrito como uma nova espécie ‘Ca. Phytoplasma’ se a seqiiéncia da sua
regido 16S rDNA tiver valor de similaridade de 97,5% ou menor com a sequéncia de qualquer
isolado de referéncia de uma espécie ‘Ca. Phytoplasma’ descrita.

Existe um consenso de que cada grupo 16Sr relatado pela técnica de RFLP deve representar
ao menos uma espécie putativa (LEE et al., 1998; PHYTOPLASMA/ SPIROPLASMA WORKING
TEAM — PHYTOPLASMA TAXONOMY GROUP, 2004; WEI et al., 2007; 2008). No entanto,
existem casos nos quais fitoplasmas que compartilham >97,5% da sua sequéncia da regido 16S
rDNA “F2n/R2” e sdo pertencentes a0 mesmo grupo 16Sr, claramente representam populacdes
separadas ecologicamente, e por isso, merecem uma descricdo como uma espécie distinta. Para estes
casos, a descri¢do de duas espécies putativas diferentes € recomendada somente quando todas as trés
condigdes descritas a seguir se aplicam: a) os dois fitoplasmas sdo transmitidos por vetores
diferentes; b) os dois fitoplasmas tém hospedeiros naturais diferentes (ou, pelo menos, seu
comportamento é significantemente diferente na mesma planta hospedeira); ¢) ha evidéncias de
diversidade molecular significante, a qual é obtida tanto por hibridizacdo de sondas de DNA
clonadas, como por reacBes sorolégicas ou ensaios baseados em reacbes de PCR
(INTERNATIONAL COMMITTEE ON SYSTEMATIC BACTERIOLOGY SUBCOMMITTEE
ON THE TAXONOMY OF MOLLICUTES, 2004). E o que acontece no caso dos fitoplasmas
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pertecentes ao grupo 16SrX que causam proliferacdo da macieira, declinio da pereira e amarelos em
fruteiras de carogo na Europa. Estes fitoplasmas sdo classificados como espécies putativas ‘Ca.
Phytoplasma mali’, ‘Ca. Phytoplasma pyri’ ¢ ‘Ca. Phytoplasma prunorum’, respectivamente.
Embora todos pertencam ao grupo 16SrX, sdo classificados em diferentes espécies putativas por
possuirem diferentes vetores, hospedeiros naturais e apresentarem diversidade molecular
(SEEMULLER; SCHNEIDER, 2004).

Existem até o momento 26 espécies de ‘Ca. Phytoplasma’ descritas (AROCHA et al., 2005;
DAVIS et al.,, 1997; GRIFFITHS et al., 1999; HIRUKI; WANG, 2004; PHYTOPLASMA/
SPIROPLASMA WORKING TEAM — PHYTOPLASMA TAXONOMY GROUP, 2004; JUNG et
al., 2002, 2003a, 2003b; LEE et al., 20044, 2004b; MARCONE et al., 2004a, 2004b; MONTANO et
al., 2001a; SAWAYANAGI et al., 1999; SCHNEIDER et al., 2005; VALIUNAS et al., 2006;
VERDIN et al., 2003; ZREIK et al., 1995). No entanto, outras espécies putativas‘Ca. Phytoplasma’
ainda deve ser descritas.

2.1.3 Fitoplasmas no Brasil

Os fitoplasmas foram descobertos através da técnica de microscopia eletrénica em 1967
(DOl et al., 1967) e, pela mesma técnica, foram relatados no Brasil ja no ano de 1968, em plantas de
tomate (KITAJIMA; COSTA, 1968). Com o0s avan¢os na area da biologia molecular e a utilizacdo
de técnicas de PCR, RFLP e seqlienciamento, que deram origem a esquemas de classificacdo de
fitoplasmas, conforme descrito anteriormente, foi possivel conhecer a diversidade genética de
fitoplasmas encontrados no Brasil. Fitoplasmas pertencentes aos grupos 16Srl, 16Srll, 16Srlll,
16SrV, 16SrVII, 16SrIX, 16SrXIIl e 16SrXV foram descritos no pais até 0 momento, associados a
mais de 35 doencas de plantas cultivadas ou ndo cultivadas (Tabela 1) (DAVIS et al., 1994,
BEDENDO et al., 1998; 1999; AMARAL MELLO, 2003; BARROS et al., 2002; MELO, 2007;
2008; MONTANO et al., 2001a; 2007a; TEIXEIRA et al., 2008; DUARTE et al., 2009; RAPUSSI-
DA-SILVA, 2010; ECKSTEIN, 2010).

Dentre os fitoplasmas encontrados no pais, varios deles foram descritos pela primeira vez no
Brasil, como, por exemplo, os fitoplasmas do grupo 16Srlll, subgrupo J (16Srlll- J), do grupo
16SrVI11, subgrupo B (16SrVII- B) e os fitoplasmas do grupo 16Sr XV, 0s quais sdo associados a
sintomas de superbrotamento em Sechium edule (chuchuzeiro) (MONTANO et al., 2000), Erigeron



28

sp. (buva) (BARROS et al., 2002) e Hibiscus rosa-sinensis (hibisco) (MONTANO et al., 2001b),
respectivamente. Estes fitoplasmas sdo aparentemente restritos a América do Sul, uma vez que ndo
foram relatados em outras regiées do mundo.

Fitoplasmas associados a doencas de grande importancia econdmica foram descritos no
Brasil, como o fitoplasma 16Srl, subgrupo B (16Srl-B), agente causal do enfezamento vermelho do
milho (BEDENDO et al., 1998), o fitoplasma do grupo 16SrIX, associado a plantas de citros com
sintomas de HLB (TEIXEIRA et al.,, 2008) e do grupo 16Srlll, subgrupo B, associado ao
superbrotamento da mandioca (BARROS et al., 1998; FLORES, 2010).

Tabela 1 - Plantas hospedeiras de fitoplasmas no Brasil

(continua)
Familia Espécie Grupo 16Sr Local Referéncia
Amaranthaceas Celosia spicata 16Srlli-J SP Eckstein, 2008
C. argéntea 16Sr111-J SP Eckstein, 2008
16Srl -B SP, PR Neroni, 2009
Ampelidaceae Vitis vinifera 16Srlll SP Neroni, 2009
16Srlll-J PR Neroni, 2009
Agetarum conyzoides 16SrllI SP Eckstein, 2010
Asteraceae Emilia sonchifolia 16Srlll, 16SrVII SP Eckstein, 2010

Sonchus oleraceae 16Srlll, 16SrVII SP Eckstein, 2010




Tabela 1 - Plantas hospedeiras de fitoplasmas no Brasil

(continuagao)

Asteraceae Bidens pilosa 16Srlll, 16SrV1I SP Eckstein, 2010
16Srll SP,RN  Barros et al., 1998
16Srll SP Bedendo et al., 1999
16SriX PE, SP, Barros et al., 1998
RN
16SrIX MT Bedendo et al., 1999
Apocynaceae Catharanthus roseus
16Srlll RJ Montano et al., 2001c
16SrIX MG Eckstein et al., 2009
16SrXV RJ Montano et al., 2001b
16SrXV SP Kreyci et al., 2010
Begoniaceae Begonia sp. 16Srlll SP Ribeiro et al., 2006
Brassica oleraceae var.  165r1-B, 165rlll SP Mello, 2007
capitata
165rl1-J, 165rl, Sp Rapussi-da-Silva, 2010
. 16Srlll,
) B. oleraceae var. botrytis
Brassicaceae 16SrXV RS Rapussi-da-Silva, 2010
. 16Srl-B, 16Srlll, .
B. oleraceae var. italica 16SrX1| Eckstein, 2010
Lepidium virginicum 16SrlII RS Eckstein, 2010
Caricaceae Papaya sp. 16SrXII1 ES Melo, 2007
16Srl SP Bianchini; Bedendo, 2000
Compositae Erigeron bonariensis 16SrVII-B SP Barros et al., 2002
16Srll1 SP Eckstein, 2010
Cucurbita moschata 16Srlll-J RJ Montano et al., 2006
Luffa cylindrica 16Srlll RJ Montano et al., 2007
Cucurbitaceae
Momordica charantia 16Srlll-J RJ Montano et al., 2000
Sechium edule 16Srlll-J RJ Montano et al., 2000

29
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Tabela 1 - Plantas hospedeiras de fitoplasmas no Brasil

(continuagio)

Sicana odorifera 16Srlll RJ Montano et al., 2007
Cucurbitaceae
Cucurbita pepo 16SrllI SP Melo et al., 2009
o 16Srll-B CE,SP  Barrosetal., 1998
Manihotis esculenta
16Srlll-B SP Flores, 2010
Euphorbiaceae . ) 16Srlll SP Ribeiro et al., 2006
Euphorbia pulcherrima ]
16Srlll RJ Pereira et al., 2006
Ricinus communis 16Srlll SP Eckstein, 2010
16Sri-B ND Bedendo et al., 1998
Graminae Zea mays
16Srll1-B SP Barros et al., 1998
Saccharum sp. 16Sri-B SP Silva et al., 2009
Lamiaceae
Leonorus sibiricus 16Srlll SP Eckstein, 2010
16Srll1-B SP Barros et al., 1998
] Crotalaria juncea
Leguminosae ] 16SrVv SP Amaral Mello et al., 2004
Crotalaria lanceolata
16Srlll SP Eckstein, 2010
RJ Montano et al., 2001a
Hibiscus rosa-sinensis 16SrXV
SP Silva et al., 2009
Malvaceae
Sida sp. 16SrXV SP Eckstein et al., 2010
Sida rhombifolia 16Srlll SP Eckstein, 2010
Meliaceae Melia azeradach 16Srlll-B RG Duarte et al., 2009
Nyctaginaceae Bouganvillea spectabilis ~ 16Srl SP Silva et al, 2006
Palmae Elaeis guineensis 16Srl PA Brioso et al., 2006
. . SP, RJ,
Passifloraccae - 2ssiflora edulis . 16r111- B SE, PR, Ribeiro, 2008
flavicarpa
BA
Rosaceae Malus domestica 16Srlll RS Ribeiro et al., 2007
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Tabela 1 - Plantas hospedeiras de fitoplasmas no Brasil

(concluséo)

Fragaria sp. 16Srlll, 16SrXI11 ES Melo, 2008
Paulicourea marcgravii 16Srlll SP Eckstein, 2010
Rubiaceae
Citrus sp. 16SrIX SP Teixeira et al., 2008
16Srlll SP Amaral Mello, 2003
Lycopersicon esculentum
16Srlll ES Amaral Mello, 2003
Solanaceae 16Srlll-B SP,DF  Barrosetal., 1998
Solanum melongena
16Srlll-U SP Amaral Mello et al., 2010
Nicandra physalodes 16Srlll-J SP Eckstein, 2010
Nota:

SP: Sdo Paulo; PR: Parana; RN: Rio Grande do Norte; PE: Pernambuco; MT: Mato Grosso; RJ: Rio de Janeiro;
MG: Minas Gerais; ES: Espirito Santo; CE: Ceard; RS: Rio Grande do Sul; BA: Bahia; SE: Sergipe; DF: Distrito
Federal

ND - Local néo definido

2.1.4 Fitoplasmas em citros

Em muitas partes do mundo fitoplasmas ja foram associados a doengas na cultura do citros
(BOVE, 1986; GARNIER; ZREIK; BOVE, 1991; GHOSH et al., 1999; BOVE et al., 2000;
TEIXEIRA et al., 2008; CHEN et al., 2009).

Um fitoplasma do grupo 16Srll, ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’, é associado & Witches' Broom
Disease of Lime (WBDL) em plantas de citros. A primeira ocorréncia da WBDL ocorreu em Oma
por volta de 1970 (BOVE, 1986; GARNIER; ZREIK; BOVE, 1991). Os sintomass de WBDL sdo
superbrotamento, folhas pequenas e seca dos ponteiros (TIMMER; GARNSEY; GRAHAM, 2000).
O cicadelideo Hishimonus phycitis (Distant) foi identificado como um candidato a vetor (BOVE, et
al., 1993). A WBDL ainda ndo foi identificada no Brasil e a sua ocorréncia esta restrita a paises do
continente asiatico, sendo j4 identificada em pomares de citros em Oma (BOVE, 1986), Emirados
Arabes (GARNIER et al., 1991), india (GHOSH et al., 1999) e Ird (BOVE et al., 2000).
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Na China, em 2006, e no Brasil, em 2007, distintos fitoplasmas foram associados ao HLB. Na
China, o fitoplasma associado ao HLB foi identificado como um membro do grupo 16Srl, ‘Ca.
Phytoplasma asteris” (CHEN et al., 2009), enquanto no Brasil, um fitoplasma membro do grupo
16SrXI, ‘Ca. Phytoplasma phoenicium’, foi identificado no Estado de Sdo Paulo (TEIXEIRA et al.,
2008). Sobre estes fitoplasmas, pouco se sabe.

2.2 Material e métodos
2.2.1 Coleta de amostras de plantas de citros em pomares do Estado de S&o Paulo

Entre os meses de junho e outubro de 2010, pomares localizados nos municipios de
Araraquara, Bebedouro, Piracicaba e Taquarituba, Estado de Sdo Paulo, foram amostrados (Figura
1). Em cada pomar, plantas de citros encontradas com sintomas de clorose foliar (Figura 2) foram
coletadas para anélises visando a detec¢do de fitoplasmas. Amostras foliares assintomaticas também
foram coletadas.
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Bebedouro

Taquarituba

Figura 1 - Mapa do Estado de Séo Paulo indicando os municipios (setas) onde
pomares foram amostrados

2.2.2 ldentificacdo de inseto (s) candidato (s) a vetor

Em cada pomar, localizados nos municipios indicados na Figura 1, insetos foram coletados na
vegetacdo daninha localizada no interior e em areas adjacentes aos pomares. Os insetos foram
coletados com auxilio de uma rede entomoldgica e transferidos para sacos plasticos. Em laboratorio,
0s insetos sugadores de floema pertencentes a familia Cicadellidae (cicadelideos) foram separados
em mofortipos.

Exemplares de cada morfotipo foram secos em estufa a 60°C por 24 h para posterior
identificacdo taxondmica, a qual foi realizada pelas Dras. Ana Clara de Souza Mello Lucena
Gongalves (Universidade Federal do Rio de Janeiro) e Keti Maria Rocha Zanol (Universidade
Federal do Parand).

Outros exemplares dos morfotipos foram utilizados para testes de transmissdo. Cicadelideos
dos diferentes morfotipos foram confinados individualmente em plantas-teste de citros (Citrus
limonia Osbeck) por um periodo de acesso a inoculacdo (PAI) de sete dias. Apds o PAI, os

cicadelideos foram coletados e armazenados a -20°C. Posteriormente estes cicadelideos foram
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analisados individualmente quanto a presenca de fitoplasma por nested PCR, conforme descrito no
item 2.2.6.

As plantas-teste serdo futuramente analisadas a fim de verificar a transmisséo de fitoplasmas.

2.2.3 lIdentificacdo de plantas daninhas hospedeiras de fitoplasmas

Plantas daninhas encontradas no interior e em areas adjacentes aos pomares localizados nos
municipios indicados na Figura 1 foram coletadas para as analises de nested PCR para verificar a
presenca de fitoplasmas. As plantas coletadas foram taxonomicamente identificadas de acordo com
Lorenzi (1990; 2006).

2.2.4 Extracao de DNA de amostras foliares de plantas de citros e plantas daninhas

As extracdes do DNA total das amostras foliares de plantas de citros e plantas daninhas foram
realizadas conforme protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987). Um pedaco de tecido foliar foi
macerado em tubos de 2,0 mL com o auxilio de um pistilo, na presenca de 500 ul de tampéo de
extracdo CTAB e 1 ul de B-mercaptoetanol. ApoOs a maceragdo, a suspensdo foi incubada a 60°C.
Apb6s 2 horas, a suspensdo foi submetida a uma centrifugacdo (13000 rpm/10 minutos). O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foram adicionados 600 pL de CIA (24 partes
de cloroférmio e uma parte de alcool isoamilico). A mistura foi agitada em vortex e submetida a
uma centrifugacdo (1300 rpm/10 minutos). O sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo
onde adicionou-se 200 pL de isopropanol. A mistura foi incubada a -4 °C. Apos duas horas,
procedeu-se a uma centrifugacdo (1000 rpm/5 minutos) e todo o sobrenadante foi removido. O pellet

foi lavado com alcool 70%, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 50 pL de agua milliQ.

2.2.5 Extracdo de DNA dos cicadelideos

As extracOes de DNA total dos insetos coletados foram realizadas conforme protocolo descrito
por Marzachi, Veratti e Bosco (1998). Cidadelideos individualizados foram macerados em tubos de
1,5mL contendo 100 pL do tampdo CTAB com o auxilio de um pistilo. Apds a maceracédo, a

suspensdo foi incubada por 30 min a 60°C. Em seguida, foram adicionados 200 pL de uma solugéo



35

de cloroférmio e alcool isoamilico na proporcéao de 24:1, respectivamente, e a mistura foi agitada em
vortex e submetida & centrifugacdo (13000 rpm/20 minutos). O sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo de 1,5mL, ao qual foi adicionado o mesmo volume de isopropanol. A
mistura foi incubada a -4°C por um periodo minimo de 12 horas e entdo centrifugada (13000 rpm/5
minutos). O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com &lcool 70%, seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 50 pL de agua milliQ.

2.2.6 Deteccéao dos fitoplasmas por nested PCR

O DNA total extraido de insetos ou plantas foi utilizado em reacdes de nested PCR com o
emprego dos primers universais P1/P7 (DENG; HIRUKI, 1991; SMART et al., 1996) e F2n/R2
(GUNDERSEN; LEE, 1996) para deteccdo de fitoplasmas. Cada reacdo de PCR constou de um
volume de 18,4 pL de &gua milliQ; 0,5 uL de cada primer (20 pmol.ul™); 2 pL de solugdo de
deoxinucleotideo trifosfato (2,5 mM de cada nucleotideo); 3,0 uL de tampéo de PCR (10X); 0,1 pL
de tag 5 U.uL™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 0,5 uL de DNA total extraido de inseto ou
planta, num volume final de 25 uL. As amplificagbes foram visualizadas em transiluminador

ultravioleta, apos a aplicacdo de Sybr safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ao gel de agarose (1%).

2.2.7 Anélise de RFLP

Os fragmentos gendmicos da regido 16S rDNA “F2n/R2” amplificados em nested PCR com
os primers F2n/R2 foram submetidos a analise de RFLP através da digestdo com enzimas de
restricdo (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA), segundo as instru¢es dos fabricantes.
Fitoplasmas do grupo 16Srlll foram analisados com o uso das enzimas Alul, BstUl, Hhal, Hpall,
Msel e Rsal, enquanto que fitoplasmas do grupo 16SrVII foram analisados com as enzimas Alul,
Bfal, Dral, Haelll, Hinfl, Hhal, Msel e Taql, e aqueles pertencentes ao grupo 16SrIX com as
enzimas Alul, Haelll, Hhal, Hinfl, Rsal e Taq|l.

Os produtos da digestdo foram analisados atraves da eletroforese em gel de poliacrilamida
(5%), o qual foi corado com Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A visualizacdo das bandas
foi realizada em transiluminador ultravioleta. O marcador molecular utilizado como padrao foi o
@174 Haelll digest (Fermentas, Carlsbad, CA, USA). Os padroes de RFLP obtidos foram
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comparados com padrdes de RFLP da regido 16S rDNA “F2n/R2” de fitoplasmas pertencentes aos
diversos grupos e subgrupos de fitoplasmas disponiveis na literatura (LEE et al., 1998; MONTANO
et al., 2000; BARROS et al., 2002; ZHAO et al., 2009; AMARAL MELLO et al., 2010; DAVIS et
al., 2010).

2.2.8 Clonagem

Os fragmentos de PCR amplificados correspondentes a regido 16S rDNA “F2n/R2” dos
fitoplasmas foram purificados com o uso do Kit PuriLink (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e
quantificados pela comparacgéo do fragmento do marcador Lambda DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Em quantidades estimadas os fragmentos de PCR foram ligados em vetor plasmidial pPGEM
utilizando-se o kit pPGEM-T Easy Vector System | (Promega, Sunnyvale, CA, USA). Os produtos
desta ligacdo foram inseridos em Escherichia coli DH5 o através da transformacdo pelo método do
choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Em seguida, as células
transformadas foram adicionados 200 pL de meio de cultura SOC (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
pré-aquecido a 37 °C. Os tubos foram mantidos por 2-3 horas em agitador a velocidade de 200 rpm,
a temperatura de 37 °C, para o crescimento das células transformadas. Apos este periodo, uma
aliquota de 100 uL da suspensdo de células transformadas foi transferida para placas de Petri
contendo meio LB solido (Luria-Bertani) (BERTANI, 1951; LURIA; BURROUS, 1957) acrescido
de 20 pL do antibiético ampicilina (100 mg.mL™), 20 pL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosida) e 20 pL de IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopiranosida) na concentragdo de 50
mg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C até o crescimento das col6nias. Foram selecionadas
varias colbnias transformadas de cada amostra e transferidas, em cdmara de fluxo, para tubos do tipo
Falcon, contendo 5 mL de meio de cultura LB liquido. A incubagéo ocorreu sob temperatura de 37
°C por 12 h, em agitador ajustado para a velocidade de 200 rpm.

Para cada col6nia multiplicada correspondente a um clone, uma aliquota da suspensédo
bacteriana foi submetida a reacdo de PCR utilizando-se o par de primers universais R16F2n/16R2
para verificar a presenca do fragmento correspondente a regido 16S rDNA “F2n/R2” no vetor
plasmidial e assim, confirmar a clonagem. Reagdes de PCR foram realizadas para vérias colonias

selecionadas aleatoriamente até a obtencéo de cinco clones de cada amostra. Apos a confirmacéo da
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clonagem, a extragdo plasmidial foi realizada individualmente de cada clone utilizando o Kit
GeneJET™ Plasmid Miniprep (Fermentas, Carlsbad, CA, USA).

2.2.9 Seqlienciamento da regido 16S rDNA “F2n/R2” dos fitoplasmas e andlise das seqiiéncias
Cinco clones de cada amostra correspondentes a regido 16S rDNA “F2n/R2” foram
sequenciados pela empresa Macrogen (Seul, Coreia do Sul) usando o par de primers SP6/T7.
As sequiéncias obtidas foram montadas em contigs com o auxilio dos programas Bio Edit V.
7.0.5.3 (HALL, 1999) e Staden Package (STADEN, 1996).

2.2.10 Analise de RFLP insilico

Foi realizada a analise de RFLP simulada por computador (in silico) da regido 16S rDNA
“F2n/R2” dos fitoplasmas encontrados neste estudo e de fitoplasmas relacionados descritos na
literatura (ANEXOS A, B, C e D). As sequéncias de nucleotideos foram cortadas e alinhadas, no
programa Bio Edit V. 7.0.5.3 (HALL, 1999) e exportadas para o programa pDRAW32 (AcaClode
Software) para a digestdo simulada por computador (WEI et al., 2007). Cada “fragmento” de DNA
foi “digerido” com 17 enzimas de restricdo distintas estabelecidas para a classificacdo de
fitoplasmas em grupos e subgrupos (LEE et al., 1998; WEI et al., 2007). Estas enzimas foram Alul,
BamHlI, Bfal, BstUI (Thal), Dral, EcoRlI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, SauAl (Mbol),
Msel, Rsal, Sspl e Tagl. Apds a restri¢do in silico, foi gerada uma imagem simulada da eletroforese

em um gel de agarose a 3%.

2.2.11 Analise do coeficiente de similaridade

Para o célculo do coeficiente de similaridade, os padrdes de RFLP in silico dos fitoplasmas
encontrados neste estudo foram comparados com os perfis dos fitoplasmas representantes dos
subgrupos referentes ao grupo aos quais pertenciam. Os representantes de subgrupos dos grupos
16Srlll, 16SrVII e 16SriX utilizados nesta analise estdo descritos na Tabela 2. Os fitoplasmas
representantes dos grupos 16SrllI-K, 16SrllI-R e 16SrllI-T (ZHAO et al., 2009; VALIUNAS et al.,
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2009) nao foram incluidos nesta analise por ndo possuirem sequencias de nucleotideos de tamanho
minimo para tal analise (WEI et al., 2007; 2008; ZHAO et al., 2009).

O coeficiente de similaridade (F) foi calculado para cada par de fitoplasma de acordo com a
formula previamente descrita por Nei e Li (1979): F=2N,/(Nx + Ny), na qual x e y sdo dois
determinados fitoplasmas em analise, Nx e N, sdo o nimero total de bandas resultantes da digestdo
pelas 17 enzimas nos fitoplasmas x e y, respectivamente, e N,y € 0 nimero de bandas compartilhadas

pelos dois fitoplasmas.



Tabela 2 - Fitoplasmas representantes dos subgrupos incluidos dentro dos grupos
16Srlll, 16SrVII, 16SrIX e fitoplasmas representantes dos grupos 16Srl,
16Srll e 16SrXV utilizados nas andlises de RFLP in silico e na
construcéo da arvore filogenética

Grupo Subgrupo Isolados Referéncia
16Srlll A CX ZHAO et al., 2009
16Srlll B CYE-C ZHAO et al., 2009
16Srlll C PB1 ZHAO et al., 2009
16Srlll D GR1 ZHAO et al., 2009
16Srlll F MW1 ZHAO et al., 2009
16Srlll G WWB rnnA ZHAO et al., 2009
16Srlll J ChwaBIIlI ZHAO et al., 2009
16Srlll L EFMN ZHAO et al., 2009
16Srlll M PPT-MT117-1 ZHAO et al., 2009
16Srlll N PPT-ARG ZHAO et al., 2009
16Srlll @) DanVir rnnA ZHAO et al., 2009
16Srlll P DanVir rnnB ZHAO et al., 2009
16Srlll Q BRWB ZHAO et al., 2009
16Srlll S WX ZHAO et al., 2009
16Srlll ) EGW AMARAL MELLO etal., 2010
16SrVII A AshY1 LEE etal., 1998
16SrVII B EriwB BARROS et al., 2002
16SrVII C ArAWB CONCl et al., 2005
16SrIX A PPWB LEE et al., 1998
16SrIX B Phoenicium str 21 VERDIN et al., 2003
16SrIX C PEY SEEMUELLER et al., 1998
16SriX D Phoenicium str A4 VERDIN et al., 2003
16SrIX E JunwB DAVIS et al., 2010
16SrIX ND HLB TEIXEIRA et al., 2008
16Srl ND ND LIM; SEARS, 1989
16Srll ND WBDL ZREIK et al., 1995
16SrXV ND HibwB26 MONTANO et al., 2001

Nota:
ND - Ndo determinado
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2.2.12 Anélise filogenética

Arvores filogenéticas foram construidas com base na seqiéncia de nucleotideos
correspondente a regido 16S rDNA “F2n/R2” usando o programa MEGA 4.0 (TAMURA et al.,
2004) através de multiplos alinhamentos obtidos com o programa Clustal W (THOMPSON et al.,
1994). O método de agrupamento Neighbor-joining foi utilizado na construcdo das arvores
filogenéticas com bootstrap igual a 1000. Os fitoplasmas utilizados na construcéo da arvore estdo
listados na Tabela 2. A sequiéncia da regido 16S rDNA do Acholeplasma laidlawii (WEISBURG et

al., 1989) foi usada como outgroup.

2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Fitoplasmas em plantas de citros
2.3.1.1 Deteccao e identificacdo de fitoplasmas em plantas de citros por nested PCR
Amostras foliares de plantas de citros encontradas com sintomas de clorose foliar (Figura 2)
foram coletadas em pomares localizados nos municipios de Araraquara, Bebedouro, Piracicaba e

Taquarituba, Estado de Sao Paulo.
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Figura 2 - Plantas de citros exibindo sintomas de clorose
foliar [Piracicaba (a); Araraqura (b); Piracicaba
(c)] em pomares no Estado de Séo Paulo

Um fragmento de DNA de aproximadamente 1,2 Kb foi amplificado a partir de amostras
foliares de plantas de citros sintomaticas (Figura 2) quando o par de primer 16F2n/16R2 foi usado
em nested PCR evidenciando a presenca de fitoplasmas (Figura 3a).

Fitoplasmas foram detectados em amostras foliares oriundas dos pomares localizados nos
municipios de Bebedouro (2 amostras) e Piracicaba (11 amostras) (Tabela 3). Fitoplasmas ndo foram
detectados em amostras foliares de plantas assintomaticas.

Todas as amostras foliares também foram analisadas em duplex PCR com os primers
especificos GB1/GB3 (TEIXEIRA et al., 2005) e A2/J5 (HOCQUELLET et al., 1999) a fim de
verificarmos a presengca de ‘Ca. Liberibacter americanus’ efou ‘Ca. Liberibacter asiaticus’,

respectivamente. Todas as reagdes de duplex PCR foram negativas (Figura 3b).
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M 12 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 C- +F M

i |
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M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 C- +Li M

Figura 3 - Deteccdo em gel de agarose (1%) de fitoplasmas encontrados em
amostras de plantas de citros coletadas em pomares no Estado de
Sdo Paulo (a). M= marcador molecular (1kb ladder); 1= amostra
sintomatica de citros coletada em Araraquara; 2 e 3= amostras
sintomaticas de citros coletadas em Taquarituba; 4 e 5= amostras
sintomaticas de citros coletadas em Bebedouro e 6 a 16= amostras
sintomaticas de citros coletadas em Piracicaba; C-= controle
negativo, amostra sadia de citros; +F= controle positivo, fitoplasma
do grupo 16SrIX encontrado em plantas de Catharanthus roseus
(vinca) (Barbosa, J. C., dados ndo publicados). Anélise em gel de
agarose (1%) do produto da duplex PCR para deteccdo de Ca.
Liberibacter americanus’ ¢ ‘Ca. Liberibacter aiaticus’ em amostras
de plantas de citros coletadas em pomares do Estado de Sado Paulo
(b). +Li= controle positivo, ‘Ca. Liberibacter americanus’ e¢ ‘Ca.
Liberibacter asiaticus’

Para identificar os fitoplasmas quanto ao subgrupo a que pertencem, a regido 16S rDNA
“F2n/R2” foi submetida a anélise de RFLP a partir do produto de PCR amplificado com o par de
primer 16F2n/16R2.
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2.3.1.2 Identificacao de fitoplasmas por RFLP

A comparacdo dos padrdes de RFLP aqui obtidos com aqueles j& publicados para a regido 16S
rDNA “F2n/R2” de outros fitoplasmas (ANEXOS A, B, C e D), revelou a presenca de fitoplasmas
distintos associados a plantas de citros em Bebedouro e Piracicaba. Assim, com base nas anélises de
RFLP, os isolados de Bebedouro, denominados CTb1-BR e CTh2-BR, pertencem ao grupo 16SrVII
(Tabela 3), enquanto os isolados de Piracicaba, CTpl-BR a CTp9-BR e CTpll1-BR pertencem ao
grupo 16Srlll (Tabela 3) e o isolado CTp10-BR pertence ao grupo 16SriX (Tabela 3). Todos estes
isolados apresentaram perfis novos para alguma enzima utilizada para analise de RFLP, os quais ndo
foram observados para nenhum outro fitoplasma do respectivo grupo (Tabela 3; Figuras 4 e 5;
ANEXOS A, B, C e D). Os isolados CTp1-BR a CTp9-BR e CTp11-B, grupo 16Srlll, apresentaram
um novo perfil de RFLP para a enzima Rsal. Este novo perfil estd apresentado na Figura 4,
representado pelos isolados CTpl-BR a CRp5-BR. Ja& o isolado CTpl0-BR, grupo 16SrlX,
apresentou novos perfis de RFLP para as enzimas Alul e Haelll (Figura 5b). Os isolados CTb1-BR
e CTh2-BR, grupo 16SrVII, apresentaram um novo perfil de RFLP para a enzima Msel (Figura 5a),
representado pelo isolado CTh1-BR. A existéncia destes novos perfis nos leva a entender que 0s

fitoplasma identificados em plantas de citros sdo novos fitoplamas, que ainda nao foram descritos.
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Tabela 3 - Deteccéo e identificacdo de fitoplasmas em plantas sintomaticas de
citros encontradas em pomares no Estado de Séo Paulo

®) ;
: @) o) Amostra Fitoplasma
Localidade S AS positiva Grupo 165 rDNA

Araraquara 0/9 0/10 - -

2/11 0/5 CThl Vil

Bebedouro
CTh2 VII

11/20 0/9 CTpl Il

CTp2 Il

CTp3 Il

CTp4 Il

CTp5 Il

Piracicaba CTp6 I
CTp7 Il

CTps Il

CTp9 Il

CTpi10 IX

CTpl1 I

Taquarituba 0/7 0/5 -- -

WAmostras foliares de plantas sintomaticas

@ Amostras foliares de plantas assintomaticas
®cadigo correspondente & identificacio dos isolados de fitoplasmas acrescido do sufixo ‘Br’
Nota:

-- Amostras negativas



CTp1-BR a CTp5-BR

A

M Hha | Bst Ul Alul M

CTpl-BRaCTp5-BR

Figura 4 - Padrbes de restricdo de RFLP obtidos a partir do DNA dos isolados de
fitoplasmas CTpl-BR a CTp5-BR pertencentes ao grupo 16Srlll, com o

uso das enzimas Hhal, BstUl , Alul, Taql, Msel, Rsal, Hpall; M:
marcador molecular @X174-Haelll
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CThl1-BR CTp10-BR
A
r N Ve A ~N
M Alul Haelll Hinfll Hhal Msel Tagql Dral M M Alul Haelll Hhal Hinfll Rsal Taqgl M

Figura 5 - Padrdes de restricdo de RFLP obtidos a partir do DNA dos
isolados de fitoplasmas CTb1l-BR (a) e CTpl0-BR (b)
pertencentes ao grupo 16SrVII e 16SrlX, respectivamente, com
0 uso das enzimas Alul, Haelll, Hinf Il, Hhal, Msel,
Tagl; M: marcador molecular @X174-Haelll

2.3.1.3 Identificacao de fitoplasmas por RFLP in silico

Os produtos de PCR de aproximadamente 1,2 Kb referente a regido 16S rDNA “F2n/R2” e
amplificados pelos primers 16F2n/16R2 dos isolados CTp3-BR, CTb1-BR e CTpl0-BR foram
clonados em vetor pPGEM-T (Promega, Sunnyvale, CA, USA). Cinco clones de cada isolado foram
sequenciados. As seqliéncias obtidas referentes a cada isolado foram idénticas entre si (100% de
similaridade). As sequéncias consenso dos clones foram utilizadas para a identificacéo de fitoplasma
por RFLP virtual.

Os padrdes de RFLP in silico obtidos (Figuras 6, 7 e 8) foram idénticos aqueles obtidos em
andlises de RFLP previamente conduzidas com as enzimas de restricdo em laboratério. Assim, as
evidéncias de que os fitoplasmas do grupo 16Srlil, 16SrVII e 16SrIX detectados em plantas de

citros séo fitoplasmas ndo descritos, foi confirmada.
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Figura 6 - Padrdes de restricdo de RFLP da digestao
in silico de fragmentos da regido 16S
rDNA do isolado CTp3-BR (16Srlll) pelo
uso de 17 enzimas: Alul, BamHI, Bfal,
BstUl (Tha 1), Dra I, EcoR I, Hae IIlI,
Hhal, Hinf I, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al
(Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Tagl. M:
marcador, @X174 DNA-Haelll

Figura 7 - Padrdes de restricdo de RFLP da digestao
in silico de fragmentos da regido 16S
rDNA do isolado CTpl0-BR (16SrIX)
pelo uso de 17 enzimas: Alul, BamHlI,
Bfal, BstUI (Tha I), Dra I, EcoR 1, Hae
11, Hhal, Hinf I, Hpal, Hpall, Kpnl,
Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Taql.
M: marcador, @X174 DNA-Haelll
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Figura 8 - Padrdes de restricdo de RFLP da digestdo
in silico de fragmentos da regido 16S
rDNA do isolado CTb1-BR (16SrVIl)
pelo uso de 17 enzimas: Alul, BamHI,
Bfal, BstUl (Tha 1), Dra I, EcoR I, Hae
[1l, Hhal, Hinf I, Hpal, Hpall, Kpnl,
Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Taql.
M: marcador, @X174 DNA-Haelll

2.3.1.4 Caélculo do coeficiente de similaridade

O coeficiente de similaridade foi calculado através dos padr6es de RFLP in silico obtidos com
as seqiiéncias consensos referente a regido 16S rDNA “F2n/R2” dos isolados CTp3-BR, CTb1-BR
e CTpl0-BR, e a seqiiéncia de outros fitoplasmas membros dos grupos 16Srlll, 16SrVII e 16SrIX
(Tabela 2; ANEXOS A, B, Ce D).

Os isolados CTp3-BR, CTb1l-BR e CTpl0-BR apresentaram maiores coeficientes de
similaridade de 0,97, 0,95 e 0,94 quando comparado aos fitoplasmas representante dos grupos
16Srlll, subgrupo B (16Srlll-B); grupo 16SrVII, subgrupo B (16SrVII-B) e grupo 16SriX,
subgrupo A (16SriX-A), respectivamente (Tabelas 4, 5 e 6).

Os valores de coeficiente de similaridade (menor ou igual 0,97) observados para estes isolados
aliados ao fato de eles apresentarem distintos perfis de RFLP nos permite agora inferir que os
isolados de fitoplasmas CTp3-BR, CTb1-BR e CTpl0-BR sédo representantes de novos subgrupos
dos grupos 16Srlll, 16SrVI1I e 16SrlX, respectivamente.



Tabela 4 - Coeficiente de similaridade derivado das anélises do padrdo de RFLP in silico das sequéncias da regido 16S rDNA
“F2nR2” do isolado CTp3-BR e de outros fitoplasmas pertencentes ao grupo 16Srll|
Subgrupos 1GSArIII- 1esBr|||- 1escr|||- 1635|||- 1esFr|||- 165(;“" 16er|||- 16er|||- 168'\;'III- 168er||- 168(;III- 1es;|||- 168(5III- 1essr|||- 1esL;|||- CTp3-Br
16Sr111-A 1
165r1-B | 093 1
16SrlI-C | gg 0.93 1
16Sr11-D 0,85 0,92 0,93 1
16Srill-F 0,88 0,95 0,98 0,95 1
16Sr111-G 0,95 0,94 0,85 0,89 0,87 1
16Sr1lI-J 0,90 0,97 0,96 0,95 0,98 0,89 1
16Srill-L 0,96 091 083 0,82 085 095 0,88 1
16SrHI-M 0,85 0,92 0,97 0,94 0,97 0,84 0,95 0,82 1
16SrHI-N 0,80 0,87 0,90 0,87 0,92 0,78 0,90 0,79 0,89 1
16Srl1l-0 0,84 091 0,88 0,87 0,90 0,83 0,93 0,82 0,87 084 1
16Sri1l-P 0,87 0,94 093 0,92 0,95 0,85 0,97 084 0,92 0,87 0,96 1
16Sr111-Q 0,87 0,94 093 0,92 0,95 0,88 0,97 084 0,92 087 088 0,94 1
16SrH11-S 0,97 0,90 0,82 0,82 085 0,94 0,87 0,93 0,82 076 0,87 0,90 0,83 1
16Sril-U 0,94 0,97 0,92 0,91 0,94 0,88 0,94 0,87 0,91 0,85 0,88 0,90 0,90 0,86 1
CTp3-Br 09 0,97 09 0,89 0,92 0,88 094 087 0,89 083 088 091 0,95 08 096 1
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Tabela 5 - Coeficiente de similaridade derivado das analises do padrdo de RFLP in
silico das seqliéncias da regido 16S rDNA “F2nR2” do isolado CTp10-Br
e de outros fitoplasmas pertencentes ao grupo 16SriX

Subgrupos 16SL\IX- 168I;IX- 168£:IX- 168[r)|X- 168IrEIX- 16Sr IX CTpl0-
HLB Br
16SrIX-A 1
16SrI1X-B 0,76 1
16SrIX-C 0,89 0,76 1
16Sr1X-D 0,77 0,97 0,86 1
16SrIX-E 0,89 0,85 0,96 0,84 1
16SrIX HLB 0,92 0,72 0,82 0,72 0,91 1
CTpl10-Br 0,94 0,72 0,85 0,73 0,88 0,88 1

Tabela 6 - Coeficiente de similaridade derivado das
analises do padrdo de RFLP in silico das
sequéncias da regido 16S rDNA “F2nR2” do
isolado CTb1-Br e de outros fitoplasmas
pertencentes ao grupo 16Sr VI

Subgrupos [16SrVII-A  16SrVII-B 16SrVII-C CTbhO1-Br

16SrllI-A 1

16Srll1-B 0,92 1

16SrllI-C 0,8 0,89 1

CTb01-Br 0,86 0,95 0,86 1

Todos estes resultados apresentados em conjunto, nos permitem classificar o isolado CTp3-
BR como um membro do grupo16SrIIl e novo subgrupo “V” (16SrllI-“V”); o isolado CTp10-BR
como um membro do grupol6SrIX e novo subgrupo “F” (16SrIX-“F”), e o isolado CTh1-BR
como um membro do grupol16SrVII e novo subgrupo “D” (16SrVII-“D”).
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2.3.1.5 Andlise filogenética

Baseado nas sequiéncias da regido 16S rDNA “F2n/R2”, uma éarvore filogenética foi
construida (Figura 9). Verificamos que o isolado CTp3-BR, esta filogeneticamente relacionado
aos fitoplasmas do grupo 16Srlll e se encontra em um ramo distinto na arvore filogenética
(Figura 9), indicando ser uma nova linhagem de fitoplasma pertencente ao grupo 16Srlll. O
isolado CTb1-BR é mais proximo filogenéticamente do subgrupo 16SrVII-B, e o isolado CTp10-
BR ao fitoplasma do subgrupo 16SrIX-A e também ao fitoplasma do grupo 16SrIX, que foi
recentemente associado a sintomas de HLB no Brasil (TEIXEIRA et al., 2008).
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—— Ca. P. aurantifolia’ (U15442) 16Srll
100 Ca. P. brasiliense’ (AF147708) 16SrXV
‘Ca. P. asteris’ (M30790) 16Srl

Acholeoplasma Laidlawii (M23932)

0.01

Figura 9 - Arvore filogenética construida usando o método Neighbor-Joining através das seqiiéncias da
regido 16S rDNA “F2n/R2” dos isolados de fitoplasmas identificados em plantas de citros
(em negrito) neste estudo e fitoplasmas representantes dos grupos 16Srl, 16Srll, 16Srllil,
[16SrllI-K e 16SrllI-R (ZHAO et al., 2009)], 16SrVII, 16SrIX e 16SrXV (Tabela 2).
Acholeplasma laidlawii (WEISBURG et al., 1989) foi usado como outgroup. Os nimeros nos
ramos s&o os valores de bootstrap
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Inicialmente neste estudo nds descrevemos a associacdo de diferentes fitoplasmas com
plantas de citros exibindo sintomas de clorose foliar em pomares dos municipios de Bebedouro e
Piracicaba, no Estado de Sdo Paulo. Ao serem classificados, verificamos que estes fitoplasmas
possuem caracteristicas distintas dos fitoplasmas ja relatados, e esta distin¢do é verificada nos
resultados das analises de RFLP, coeficientes de similaridade e anélise filogenética da regido 16S
rDNA “F2n/R2”. Em razé&o disto, séo aqui descritos como representantes de novos subgrupos dos
grupos 16Srlll, 16SrVII e 16SrIX. Estes novos subgrupos foram designados subgrupo 16Srlll-
“V”, representado pelo isolado CTp3-BR, subgrupo 16SrVII-“D”, representado pelo isolado
CTb1-BR, e subgrupo 16SrIX-“F”, representado pelo isolado CTp10-BR.

A anélise filogenética dos isolados CTp3-BR, CTb1-BR e CTpl10-BR revela a auséncia de
uma recente relacdo evolutiva entre estes fitoplasmas, embora compartilhem um ancestral
comum. Na arvore filogenética (Figura 9), identificamos trés clados principais, 0s quais
denominamos clados a, B e .

O isolado CTp3-BR, novo subgrupo 16SrllI-“V” encontra-se no clado o, juntamente com
outros fitoplasmas do grupo 16Srlll. Fitoplasmas do grupo 16Srlll sdo predominantes no Brasil,
sendo ja descritos afetando muitas culturas (MONTANO et al., 2000; AMARAL MELLO et al.,
2007; 2010; ECKSTEIN, 2010).

O isolado CTbl1l-BR, novo subgrupo 16SrVII-“D” encontra-se no clado B e
filogeneticamente mais proximo aos fitoplasmas do subgrupo 16SrVII-B do que dos demais
fitoplasmas do grupo 16SrVII. O fitoplasma do subgrupo 16SrV1I-B foi descrito por Barros et al
(2002) infectando plantas de C. roseous e E. bonariensis encontradas no Estado de Sdo Paulo.
Nesta ocasido estes autores ao analisarem a seqliéncia da regido 16S rDNA “F2n/R2” sugeriram
ser este fitoplasma representado pelo isolado EriwB (Figura 9), uma nova linhagem distinta de
outros do fitoplasmas do grupo 16SrVII.

O isolado CTb1-BR, novo subgrupo 16SrIX-“F”, encontra-se no clado y agrupado aos
outros fitoplasmas do grupo 16SriX. Fitoplasmas do grupo 16SrIX, foram primeiramente
identificados em 1990 em plantas de Prunus sp. (améndoas) no Ird e Libano (VERDIN et al.,
2003). Desde entdo, o cultivo de améndoas nestes paises tem sido seriamente afetado por
fitoplasmas deste grupo. No Brasil, fitoplasmas do grupo 16SrIX foram detectados em plantas de
citros (TEIXEIRA et al., 2008). Fitoplasmas deste grupo também j& foram detectados em plantas

de Catharanthus roseus (vinca) coletadas de jardins municipais em Araraquara, Carmo do
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Paranaiba e Recife nos Estados de S8o Paulo, Minas Gerais e Pernambuco, respectivamente
(BEDENDO et al., 1999; ECKSTEIN; BARBOSA; BEDENDO, 2009). Estes relatos no Brasil
revelam que fitoplasmas do grupo 16SrIX estdo amplamente disseminados no pais. No entanto, a
caracterizacdo molecular de todos estes fitoplasmas ndo foi realizada e isto ndo nos permite
comparar muitos destes com o isolado CTpl0-BR, subgrupo 16SriX-“F”. Por outro lado, a
disponibilidade da sequéncia de nucleotideos do fitoplasma do grupo 16SrIX associado ao HLB
no GenBank, nos permitiu compara-lo com o isolado CTpl0-BR, subgrupo 16SrIX-“F”. A
comparacdo por RFLP virtual mostrou que as enzimas Alul, Haelll, Hpall e Rsal apresentam
perfis distintos para estes fitoplasmas (Figuras 5a e 7; ANEXO D). Isto associado ao baixo
coeficiente de similaridade observado entre estes dois fitoplasmas demonstra a existéncia de
diferentes fitoplasmas do grupo 16SrIX no Brasil. Possivelmente, o fitoplasma associado ao HLB
também ¢é representante de um novo subgrupo do grupo 16SriX, o qual ndo foi descrito até o
momento.

Quando Chen et al. (2009) associaram um fitoplama do grupo 16Srl, ‘Ca. Phytoplasma asteris’,
ao HLB na China, foi levantada por estes autores a necessidade de mais estudos para melhor
estabelecer a associacdo destes fitoplasmas com o HLB e, além disso, cogitaram a possibilidade
de que outros fitoplasmas pudessem ser encontrados associados a plantas de citros com sintomas
de HLB. Curiosamente, em nosso trabalho nos verificamos a associagdo de multiplos fitoplasmas
associados a plantas de citros exibindo sintomas de clorose foliar, sintoma este que pode ser
atribuido ao HLB (GASPAROTO, 2010). Mas o fato destes fitoplasmas estarem associados a
plantas com sintomas de clorose foliar, ndo nos permite a associacdo com uma doenca ja descrita,
como o HLB. Concordamos com Chen et al. (2009), quanto a necessidade de mais estudos, pois 0

verdadeiro papel etiolégico de fitoplasmas para o HLB parece incerto.

2.3.2 Fitoplasmas em plantas daninhas
2.3.2.1 Deteccao e identificacao de fitoplasmas em plantas daninhas por nested PCR

Em pomares de citros nos municipios de Araraquara, Bebedouro, Piracicaba e
Taquarituba no Estado de Sdo Paulo, plantas daninhas sintomaticas e assintomaticas foram

coletadas visando a deteccgéo de fitoplasma (Tabela 7). Fitoplasmas foram detectados em plantas
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daninhas sintomaticas coletadas nos municipios de Piracicaba e Taquarituba (Tabela 7; Figuras
10e11)

Figura 10 - Plantas daninhas sintométicas coletadas em um
pomar de citros em Piracicaba, Estado de S&o
Paulo. Bidens pilosa (a), Erigeron bonariensis
(b), Leonourus sibiricus (c) e Solanum
americanum (d)
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,\ ;7{3“_
Figura 11 - Plantas daninhas sintomaticas coletadas em um pomar
de citros em Taquarituba, Estado de S&o Paulo.
Solanum americanum (a), Leonourus sibiricus (b),

Phyllanthus niruri (c), Euphorbia heterophylla (d) e
plantas da familia Poaceae (e)

Baseados nos resultados de RFLP, fitoplasmas representantes do grupo 16Srlll foram
encontrados em plantas de B. pilosa (picdo), L. sibiricus (rubim) e S. americanum (maria-

pretinha) coletadas em um pomar de citros em Piracicaba e fitoplasmas representantes do grupo
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16SrVII foram encontrados plantas de E. bonariensis (Buva) e E. heterophylla (Amendoin-bravo)
coletadas em pomares de citros em Taquarituba.

Tabela 7 - Deteccdo e identificacdo de fitoplasmas em espécies de plantas daninhas,
coletadas em pomares de citrus no Estado de Sdo Paulo

Fitoplasma
Localidade ~ Familia Espécie Sintomas® +T® Amostra®  Grupo
16S rDNA
Araragquara Poaceae Brachiaria spp. As 0/4 -- --
Portulacaceae  Portulaca oleracea As 0/3 - -
Bebedouro Asteraceae Erigeron bonariensis As 0/4 - --
Piracicaba Amaranthaceae Amaranthus spinosus As 0/6 - --
Asteraceae Erigeron bonariensis Su, Av 718 EBp1a EBp? Vil
Asteraceae Bidens pilosa Fi, Vi 8/10  Bpp1aBPp8 Il
Lamiaceae Leonurus sibiricus Df 3/5  Lspra Lsps 3l
Solanaceae Solanum americanum Df 212 sppra sap2 1l
Taquarituba  Solanaceae Solanum americanum Su 0/20 -- --
Asteraceae Bidens pilosa As 0/4 -- --
Lamiaceae Leonurus sibiricus Cl 0/1 - -
Phyllanthaceae Phyllanthus niruri Cl 0/2 - -
Poaceae NI Cl 0/4 - -
Euphorbiaceae  Euphorbia heterophylla Df 5/7  EHtia EHt5 VI

®Tipos de sintomas exibidos pelas espécies de plantas daninhas. Su: superbrotamento; Cl: clorose
generalizada; Vi: virescéncia, Fi: filodia; Ef: enfezamento; Df: deformagdo foliar; Av: avermelhamento
foliar; As: assintomatica.
@Numero de amostras positivas/n® de amostras analisadas. Cada amostra analisada corresponde a uma planta
®codigo correspondente a identificagdo dos isolados de fitoplasmas acrescido do sufixo ‘Br’
Nota:
NI - Espécie ndo identificada; -- Amostras negativas


http://en.wikipedia.org/wiki/Portulacaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Phyllanthaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Euphorbiaceae
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2.3.2.2 ldentificagéo de fitoplasmas por RFLP

Com base nos resultados de RFLP dos produtos amplificados referentes a regido 16S rDNA
“F2n/R2”, os fitoplasmas detectados em plantas de B. Pilosa, L. sibiricus e S. americanum
coletadas em Piracicaba, denominados isolados BPpl1-BR a BPp8-BR, LSp1-BR a LSp3-BR e
SAp1-BR a SAp2-BR, respectivamente, foram identificados como membros do grupo 16Srllil
(Tabela 7). Os fitoplasmas detectados em planta de E. bonariensis, denominados isolados EBp1-
BR a EBp7-BR, foram identificados como membros do grupo 16SrVII (Tabela 7).

Os isolados BPpl-BR a BPp8-BR e LSpl-BR a LSp3-BR detectados em plantas de B.
pilosa e L. sibiricus apresentaram perfis de restricdo idénticos ao apresentado pelo fitoplasma do
subgrupo 16Srlll- “V”, o qual foi identificado neste estudo associado a plantas de citros. Na
Figura 12 estes perfis esta representado pelos isolados BPp7-BR, BPp8-BR e LSp3-BR. Ja os
isolados SAp1-BR e SAp2-BR detectados em plantas de S. americanum, apresentaram perfis
novos em RFLP para as enzimas Rsal e Alul (Figura 13). O perfil obtido com a enzima Rsal para
estes fitoplasmas foram anteriormente observado para os fitoplasmas do subgrupo 16Srlll-<“V”,
identificados em plantas de citros, B. pilosa e L. sibiricus. No entanto, o perfil obtido com a
enzima Alul é diferente de qualquer outro perfil de RFLP da regido 16S rDNA “F2n/R2” ja
relatado para fitoplasma do grupo 16Srlll (ANEXOS A e B), sugerindo ser este um fitoplasma
membro do grupol6Srlll ainda n&o descrito.

Os isolados EBpl1-BR a EBp7-BR, detectados em plantas de E. bonariensis, apresentaram
um perfil de RFLP, que ja foi descrito como o perfil caracteristico do fitoplasma do subgrupo
16SrVII-B (Figura 14; ANEXO C), primeiramente identificado em plantas de C. roseus e E.
Bonariensis, caracterizado por Barros et al. (2002) no Brasil. Assim, estes isolados pertencem ao
subgrupo 16SrVII-B.

Os fitoplasmas detectados em plantas de E. heterophylla, coletadas em Taquarituba,
isolados EHt1-BR a EHt4-BR também foram identificados como membros do grupo 16SrVII.
Um novo perfil de RFLP obtido com a enzima Haelll para estes isolados também indica ser este
um fitoplasma membro do grupol6SrVII ainda ndo descrito. Este perfil também é diferente do
obtido para fitoplasma do subgrupo 16SrVI1-“D” anteriormente identificado em planta de citros e

esta representado na Figura 15 pelos isolados EHt1-BR a EHt4-BR.
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BstU Hhalll Hpall Msel Rsal Alul

— =

BPp7-BR LSp3-BR BPp7-BR LSp3-BR BPp7-BR LSp3-BR BPp7-BR LSp3-BR BPp7-BR LSp3-BR M BPp7-BR LSp3-BR M
M eepeer BPPS-BR BPp8-BR BPPB-BR BPPA-BR

BPp8-BR

Figura 12 - Padrbes de restricdo de RFLP obtidos a partir do
DNA dos isolados de fitoplasmas BPp7-BR, BPp8-
BR e LSp3-BR  pertencentes ao grupo 16Srlll,
com o uso das enzimas BstU, Hhal, Hpall, Msel,
Rsal e Alul; M: marcador molecular @X174-Haelll

SAp1-BR e SAp2-BR
A

— —~

M Alul  BstU Hhal Hnall Msel Rsal M

Figura 13 - Padrdes de restricdo de RFLP
obtidos a partir do DNA dos
isolados de  fitoplasmas
SApl-BR e SAp2-BR
pertencentes ao grupo 16Srllil,
com o uso das enzimas Alul,
BstU, Hhal, Hpall, Msel e
Rsal; M: marcador molecular
@X174-Hae 11l
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EBp5-BR a EBp7-BR
A

- - —~
M Tagl Msel Hinfl Haelll Hhall M Dral M

Figura 14 - Padrdes de restricdo de RFLP obtidos
a partir do DNA dos isolados de
fitoplasmas EBp5-BR a EBp7-BR
pertencentes ao grupo 16SrVII, com
0 uso das enzimas Taql, Msel, Hinfl,
Haelll, Hhall e Dral; M: marcador
molecular @X174-Haelll

EHt1-BR a EHt4-BR EHt1-BR a EHt4-BR
A A
' — ~ —~
M Msel Hinfl M Dral M M Taql Haelll Hhall M

Figura 15 - Padrdes de restricdo de RFLP obtidos a partir do DNA dos isolados
de fitoplasmas EHt1-BR a EHt4-BR pertencentes ao grupo
16SrVII, com o uso das enzimas Msel, Hinfl, Dral, Taql, Haelll e
Hhall; M: marcador molecular @X174-Haelll
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2.3.2.3 ldentificacao de fitoplasmas por RFLP in silico

Cinco clones de cada isolado identificado como membro do grupo 16Srill, BPp8-BR,
LSp3-BR e SAp2-BR, e do grupol6SrVIl, EBp7-BR e EHt4-BR, foram sequenciados. As
sequéncias obtidas referentes a cada isolado foram idénticas entre si (100% de similaridade).
Uma seqiiéncia consenso representante de cada isolado foi obtida e utilizada para a realizagéo do
RFLP in silico. Os padrées de RFLP in silico (Figuras 16, 17, 18, 19 e 20) obtidos foram
idénticos aqueles obtidos em andlises de RFLP previamente conduzidas com as enzimas de
restricdo em laboratorio (Figuras 12, 13, 14 e 15), confirmando assim os resultados até aqui
obtidos.

Figural6 - Padrdes de restricdo de RFLP da digestao
in silico de fragmentos da regido 16S
rDNA do isolado BPp8-BR (16Srlil)
pelo uso de 17 enzimas: Alul, BamHlI,
Bfal, BstUl (Tha 1), Dra I, EcoR I,
Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl,
Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Taql.
M: marcador, @X174 DNA-Ha Il
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Figura 17 - Padrdes de restricito de RFLP da
digestéo in silico de fragmentos da
regido 16S rDNA do isolado LSp3-
BR (16Srlll) pelo uso de 17
enzimas: Alul, BamHI, Bfal, BstUI
(Thal), Dra I, EcoRlI, Haelll, Hhal,
Hinf I, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al
(Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Taql.
M: marcador, @X174 DNA-Haelll

Figura 18 - Padrbes de restricio de RFLP da
digestdo in silico de fragmentos da
regido 16S rDNA do isolado SAp2-
BR (16Srlll) pelo uso de 17
enzimas: Alul, BamHI, Bfal, BstUl
(Thal), Dra I, EcoRI, Haelll, Hhal,
Hinf I, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al
(Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Tagl. M:
marcador, @X174 DNA-Haelll
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Figura 19 - PadrGes de restricio de RFLP da

digestdo in silico de fragmentos da
regido 16S rDNA do isolado EBp7-
BR (16SrVIl)  pelo uso de 17
enzimas: Alul, BamHI, Bfal, BstUI
(Thal), Dra I, EcoRl, Haelll, Hhal,
Hinf 1, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al
(Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Taqgl. M:
marcador, @X174 DNA-Haelll

il <

Figura 20 - Padrdes de restricio de RFLP da

digestdo in silico de fragmentos da
regido 16S rDNA do isolado EHt4-
BR (16SrVIl) pelo uso de 17
enzimas: Alul, BamHI, Bfal, BstUI
(Thal), Dra I, EcoRl, Haelll, Hhal,
Hinf 1, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al
(Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Tagl. M:
marcador, @X174 DNA-Haelll
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2.3.2.4 Célculo do coeficiente de similaridade

O coeficiente de similaridade foi calculado entre os isolados BPp8-BR, LSp3-BR, SAp2-
BR, EBp7-BR e EHt4-BR e outros fitoplasmas membros dos grupos 16Srlll, 16SrVI1I (Tabelas 8
e 9), incluindo aqueles que ja foram identificados neste trabalho.

Os isolados BPp8-BR e LSp3-BR apresentaram o maior coeficiente de similaridade (1,0)
quando comparados ao fitoplasma representante 16Srlll-“V” (deste estudo). O valor do
coeficiente de similaridade (maior que 0,97) associado aos perfis idénticos obtidos em RFLP,
indica que os isolados BPp8-BR e LSp3-BR pertencem ao subgrupo 16SrHI-<“V”.

O isolado SAp2-BR apresenta os maiores coeficientes de similaridade (0,94 e 0,95) quando
comparado aos fitoplasmas representante dos subgrupos 16Srll1-B e 16Srlll-“V” (deste estudo),
respectivamente. O valor do coeficiente de similaridade (menor que 0,97) associado aos distintos
perfis de RFLP apresentados com a enzima Alul (Figura 18) nos permite inferir que este isolado
de fitoplasma, membros do grupol16Srlll, sdo representantes de um novo subgrupo.

O isolado EHt4-BR apresentou os maiores coeficientes de similaridade (0,97) quando
comparado aos fitoplasmas representantes dos subgrupos 16SrVII-B e 16SrllI-“D” (deste
estudo). No entanto, para este isolado, verificamos em RFLP um distinto perfil apresentado com
a enzima Haelll (Figura 20) indicando também ser este isolado de fitoplasma um membro do
grupol6SrVII, representante de um outro novo subgrupo.

O isolado EBp7-BR apresentou o maior coeficiente de similaridade (1,0; maior que 0,97)

quando comparado ao fitoplasma representante do subgrupo 16SrVII-B.
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Tabela 8 - Coeficiente de similaridade derivado das anélises do padrdo de RFLP in silico das sequéncias da regido 16S rDNA
“F2nR2” dos isolados BPp8-BR, LSp3-BR, SAp2-BR e de outros fitoplasmas pertencentes ao grupo 16Srlll
Subgrupos 16?&III— 168é|||— 16Srill-  16Srlll-  16Srlll- 16Srlll-  16Srlll-  16Srill-  16Srlll-  16Srlll- 16Srlll- 16Srlll-  16Srlll-  16Srill- 16Srlll- CTp3- BPp8- LSp3- SAp2-
Cc D F G J L M N 0} P Q S U Br BR BR BR
16Srlll-A 1
16Srill-B 0,93 1
16Sril-C 0,86 0,93 1
16Srlll-D 0,85 0,92 0,93 1
16Sr 1I-F 0,88 0,95 0,98 0,95 1
16Sr 11-G 0,95 0,94 0,85 0,89 0,87 1
16Sr 111-J 0,90 0,97 0,96 0,95 0,98 0,89 1
16Srill-L 0,96 0,91 0,83 0,82 0,85 0,95 0,88 1
16Srlll-M 0,85 0,92 0,97 0,94 0,97 0,84 0,95 0,82 1
16SrllI-N 0,80 0,87 0,90 0,87 0,92 0,78 0,90 0,79 0,89 1
16Srlll-O 0,84 0,91 0,88 0,87 0,90 0,83 0,93 0,82 0,87 0,84 1
16Srlll-P 0,87 0,94 0,93 0,92 0,95 0,85 0,97 0,84 0,92 0,87 0,96 1
16Srll-Q 0,87 0,94 0,93 0,92 0,95 0,88 0,97 0,84 0,92 0,87 0,88 0,94 1
16Srlll-S 0,97 0,90 0,82 0,82 0,85 0,94 0,87 0,93 0,82 0,76 0,87 0,90 0,83 1
16Srlll-U 0,94 0,97 0,92 0,91 0,94 0,88 0,94 0,87 0,91 0,85 0,88 0,90 0,90 0,86 1
CTp3-Br 0,9 0,97 0,9 0,89 0,92 0,88 0,94 0,87 0,89 0,83 0,88 0,91 0,95 0,86 0,96 1
BPp8-BR 09 0,97 09 0,89 0,92 0,88 0,94 0,87 0,89 0,83 0,88 0,91 0,95 0,86 0,96 1 1
LSp3-BR 0,9 0,97 0,9 0,89 0,92 0,88 0,94 0,87 0,89 0,83 0,88 0,91 0,95 0,86 0,96 1 1 1
SAp2-BR 0,88 0,94 0,84 0,85 0,88 0,85 0,88 0,79 0,83 0,82 0,84 0,81 0,79 0,79 0,83 0,95 0,95 0,95 1
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Tabela 9 - Coeficiente de similaridade derivado das analises de padrdo do RFLP
in silico das sequéncias da regido 16S rDNA “F2nR2” do isolado
EHt4-BR e de outros fitoplasmas pertencentes ao grupo 16SrVI1I

Subgrupos | 16SrVII-A  16SrVII-B  16SrVII-C  EBp7-BR CTpl0-BR EHt4-BR
16SrVII-A 1

16SrVI1I-B 0,92 1

16SrVII-C 0,8 0,89 1

EBp7-BR 0,92 1 0,89 1

CTp10-BR 0,86 0,95 0,86 0,95 1

EHt4-BR 0,89 0,97 0,86 0,97 0,9 1

De acordo com estes resultados apresentados em conjunto, os isolados BPp8-BR e
LSp3-BR séo pertencentes ao subgrupo 16Srlll-“V”. Ja o isolado SAp2-BR foi classificado
como um membro do grupo 16Srlll e novo subgrupo “X” (16Srlll-“X”). Da mesma, 0
isolado EHt4-BR foi classificado como um membro do grupol16SrVII e novo subgrupo “E”
(16SrVII-“E”). Ja o isolado EBp7-BR é um membro do subgrupo 16SrVII-B.

2.3.2.5 Andlise filogenética

Com base na arvore filogenética construida (Figura 21), confirmamos que os isolados
BPp8-BR, LSp3-BR e SAp2-BR estdo filogeneticamente relacionados ao fitoplasma do
subgrupo 16Srll1-“V”, enquanto os isolados EBp7-BR e EHt4-BR estdo relacionados aos
fitoplasmas dos subgrupos 16SrVI1I-B e 16SrVII-“D”.
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54 |Isolado CTp3-BR Piracicaba

54— Isolado BPp8-BR Piracicaba <= \
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Figura 21 - Arvore filogenética construida usando método Neighbor-Joining através das seqiiéncias da
regido 16S rDNA “F2n/R2” dos isolados de fitoplasmas identificados em plantas de citros
e em plantas daninhas (setas) neste estudo, fitoplasmas representantes dos grupos 16Srlll,
[16SrllI-K e 16SrlllI-R (ZHAO et al., 2009)], 16SrVIl e 16SrIX (Tabela 2). ‘Ca.

Phytoplasma brasiliense’ (Tabela 2) foi usando como outgroup. Os ndmeros nos ramos da
arvore sdo os valores de bootstrap
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O fitoplasma identificado associado a plantas de B. pilosa e L. sibiricus pertencente ao
subgrupo 16Srlll-“V” é o mesmo identificado em plantas de citros. Sendo assim, estas
plantas daninhas podem atuar com reservatério deste fitoplasma e ter um papel na sua
disseminacdo. A idéia de que plantas daninhas possam atuar como reservatorios de
fitoplasmas e possiveis fontes de indculo vem sendo freqiientemente discutida (ALHUDAIB
et al., 2009; ECKSTEIN, 2010; WULFF et al., 2009). Na Arébia Saudita, plantas daninhas
das espécies Chenopodium morale, Plantago lanceolata e Convolvulus arvenis infectadas
com fitoplasmas dos grupos 16SrIl (‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’) associado a WDBL
foram identificadas em pomares de citros (ALHUDAIB et al., 2009). De acordo com 0s
autores, estas plantas daninhas podem ter um importante papel da disseminacdo da doenca,
servindo com um hospedeiro alternativo para os fitoplasma e também suportando a
reproducdo de insetos vetores. No Brasil, plantas do género Crotalaria sp., as quais estao
amplamente distribuidas no Estado de S&o Paulo, foram consideradas por Teixeira et al.
(2008) como possiveis hospedeiras do fitoplasma do grupo 16Sr IX associado ao HLB.

Os fitoplasmas pertencentes aos subgrupos 16Srlll-“X”, 16SrVII-B e 16SrVII-“E”
identificados associados a plantas de S. americanum, E. bonariensis e E. heterophylia,
respectivamente, ndo foram detectados em plantas de citros. Mas por outro lado, o fato da
coexisténcia destas plantas daninhas com plantas de citros em pomares localizados em
Piracicaba e Taquarituba, torna possivel a ocorréncia destes fitoplamas em planta de citros. E
de importancia salientar que neste estudo trés novos fitoplasmas, de distintos grupos, estdo
sendo propostos associados a citros, podendo ser essa diversidade de fitoplasmas associados

a plantas de citros maior do que a aqui revelada.
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2.3.3 Fitoplasmas em cicadelideos
2.3.3.1 Identificacao de possiveis vetores de fitoplasmas em pomares de citros
Cicadelideos sugadores de floema pertencentes as subfamilas Agalliinae e
Deltocephalinae foram encontrados em pomares de citros de diferentes regides citricolas do
Estado de S&o Paulo, constituindo uma entomofauna diversa e que era até entdo
desconhecida para as condigdes brasileiras (Tabela 10).
Um total de 12 morfotipos de cicadelideos foram identificados ao nivel de espécie e

um ao nivel de género (Tabela 10).

2.3.3.2 Deteccao e identificacdo de fitoplasmas em cicadelideos por nested PCR

Os cicadelideos coletados e identificados foram analisados por nested PCR com o par
de primer 16F2n/16R2. Um fragmento de DNA de aproximadamente 1,2 Kb foi amplificado
em amostras de Agallia albidula (Uhler, 1895) coletadas na vegetacdo daninha encontrada
nas bordas de um pomar localizado no municipio de Taquarituba, indicando a presenca de

fitoplasmas em cicadelideos desta espécie (dados ndo apresentados).



70

Tabela 10 - Cicadelideos identificados em pomares de citros do Estado de Sao Paulo,
deteccdo e identificacdo de fitoplasma

) . ) Fitoplasma
Localidade  Subfamilia Espécies +HT® Amostras®  Grypo
16S rDNA
Araraquara  Agalliinae Agallia albidula (Uhler, 1895) 0/1 -- --
Agalliinae Agalliana sticticollis (Stal, 1859) 0/3 -- --
Deltocephalinae  Balclutha hebe (Kirkaldi, 1906) 0/5 -- --
Deltocephalinae  Stirellus personatus (Berg, 1884) 0/2 -- --
Deltocephalinae  Unerus colonus (Uhler, 1895) 0/3 -- --
Bebedouro Agalliinae Agallia cezia (Dutra, 1967) 0/1 -- --
Deltocephalinae  Balclutha hebe (Kirkaldi, 1906) 0/1 -- --
Deltocephalinae  Planicephalus flavicosta (Stal, 1860)  0/3 -- --
Piracicaba Agalliinae Agallia albidula (Uhler, 1895) 0/2 -- --
Deltocephalinae  Atanus. nitidus (Linnavuori, 1955) 0/1 -- --
Deltocephalinae  Balclutha hebe (Kirkaldi, 1906) 0/31 - --
Deltocephalinae  Exitianus obscurinervis (Stal, 1859) 0/1 -- --
Deltocephalinae  Haldorus sp. 0/1 -- --
Deltocephalinae  Planicephalus flavicosta (Stal, 1860)  0/5 -- --
Deltocephalinae  Stirellus bicolor (VanDuzee, 1892) 0/3 -- --
Deltocephalinae  Stirellus elegantulus (Linnavuri, 1954) 0/4 -- --
Deltocephalinae  Stirellus personatus (Berg, 1884) 0/1 -- --
Deltocephalinae  Unerus colonus (Uhler, 1895) 0/2 -- --
Taquarituba  Agalliinae Agallia albidula (Uhler, 1895) 4/6 Agla Ag4 Il
Deltocephalinae  Balclutha hebe (Kirkaldi, 1906) 0/9 -- --
Deltocephalinae  Exitianus obscurinervis (Stal, 1859) 0/1 -- --
Deltocephalinae  Planicephalus flavicosta (Stal, 1860)  0/2 -- --
Deltocephalinae  Stirellus personatus (Berg, 1884) 0/1 -- --

WNamero de amostras positivas/n® de amostras analisadas. Cada amostra analisada corresponde a um
cicadelideo

@cadigo correspondente a identificacio dos isolados de fitoplasmas acrescido do sufixo ‘Br’

Nota:

-- Amostras negativas



Figura 23 - Dimensdo de Agallia albidula: Ninfa (a) e
adulto (b, ¢)
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2.3.3.3 ldentificagéo de fitoplasmas por RFLP

Os resultados de RFLP referente aos produtos amplificados da regido 16S rDNA
“F2n/R2” dos isolados Agl-BR a Ag4-BR, representados pelos isolados Agl-BR e Ag2-BR
(Figura 24), revelam ser o fitoplasma detectado em A. albidula, um membro do grupo
16Srlll. Ao compararmos os padrdes de RFLP obtidos em laboratdério com de outros
fitoplasmas, verificamos que o perfil obtido com a enzima Hpall é distinto de qualquer outro
perfil de RFLP da regido 16S rDNA “F2n/R2”
fitoplasmas do grupo 16Srlll (Figura 24; ANEXOS A e B). Assim como anteriormente, este

resultado sugere a ocorréncia de um fitoplasma do grupol16Srlll ndo descrito associado a A.

albidula.

Agl-BR e Ag2-BR
A

—

~

M Alul BstU Hhal Hpall Msel Rsal M

Figura 24 -

Padrdes de restricdo de RFLP
obtidos a partir do DNA dos
isolados de fitoplasmas Agl-
BR e Ag2-BR pertencentes ao
grupo 16Srlll, com o uso das
enzimas Alul, BstU, Hhal,
Hpall, Msel, Rsal; M:
marcador molecular @X174-
Haelll

ja estabelecido com esta enzima para
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2.3.3.4 ldentificacao de fitoplasmas por RFLP in silico

A regido 16S rDNA “F2n/R2” do isolado Agl-BR foi clonada e sequienciada. As
sequéncias obtidas foram idénticas entre si (100% de similaridade). Uma seqliéncia consenso
representante do isolado foi obtida e utilizada para a realizacdo do RFLP in silico.

Os padrdes de RFLP in silico obtidos para o isolado Ag1-BR (Figura 25) confirmaram
os resultados de RFLP previamente obtidos com as enzimas de restricdo em laboratdrio
(Figura 24) e permitiram a comparacao com padrdes de RFLP ja relatados para fitoplasma do
grupo 16Srlll (ANEXOS A e B).

Figura 25 - Padrdes de restricio de RFLP da
digestdo in silico de fragmentos da
regido 16S rDNA do isolado Agl-BR
(26Srlll) pelo uso de 17 enzimas:
Alul, BamHI, Bfal, BstUl (Thal),
Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl,
Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol),
Msel, Rsal, Sspl, e Taqgl. M:
marcador, @X174 DNA-Haelll
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2.3.3.5 Célculo do coeficiente de similaridade
O isolado Agl-BR apresentou maior coeficiente de similaridade (0,94; menor que
0,97) quando comparado aos fitoplasmas do subgrupo 16SrllI-“V”, os quais descrevemos

anteriormente associados a plantas de citros e plantas daninhas (Tabela 11).



Tabela 11 - Coeficiente de similaridade derivado das analises de padrdo de RFLP in silico das sequéncias da regido 16S rDNA
“F2nR2” do isolado Agl-BR e de outros fitoplasmas pertencentes ao grupo 16Srlll

Subgrupos 16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  16Srlll-  CTp3- BPp8- LSp3- SAp2- Agl-
A B C D F G J L M N (0] P Q S u Br Br BR BR BR

16SrllI-A 1

16Srlll-B 0,93 1

16Srlll-C 0,86 0,93 1

16Sr111-D 0,85 0,92 0,93 1

16Srlll-F 0,88 0,95 0,98 0,95 1

16Srlll-G 0,95 0,94 0,85 0,89 0,87 1

16Srlil-J 0,90 0,97 0,96 0,95 0,98 0,89 1

16Sr 11-L 0,96 0,91 0,83 0,82 0,85 0,95 0,88 1

16Srll1-M 0,85 0,92 0,97 0,94 0,97 0,84 0,95 0,82 1

16Srll-N 0,80 0,87 0,90 0,87 0,92 0,78 0,90 0,79 0,89 1

16Srl11-0 0,84 0,91 0,88 0,87 0,90 0,83 0,93 0,82 0,87 0,84 1

16SrllI-P 0,87 0,94 0,93 0,92 0,95 0,85 0,97 0,84 0,92 0,87 0,96 1

16Srll-Q 0,87 0,94 0,93 0,92 0,95 0,88 0,97 0,84 0,92 0,87 0,88 0,94 1

16Srlll-S 0,97 0,90 0,82 0,82 0,85 0,94 0,87 0,93 0,82 0,76 0,87 0,90 0,83 1

16Sril-U 0,94 0,97 0,92 0,91 0,94 0,88 0,94 0,87 0,91 0,85 0,88 0,90 0,90 0,86 1

CTp3-Br 0,9 0,97 0,9 0,89 0,92 0,88 0,94 0,87 0,89 0,83 0,88 0,91 0,95 0,86 0,96 1

BPp8-BR 0,9 0,97 0,9 0,89 0,92 0,88 0,94 0,87 0,89 0,83 0,88 0,91 0,95 0,86 0,96 1 1

LSp3-BR 0,9 0,97 0,9 0,89 0,92 0,88 0,94 0,87 0,89 0,83 0,88 0,91 0,95 0,86 0,96 1 1 1

SAp2-BR 0,88 0,94 0,84 0,85 0,88 0,85 0,88 0,79 0,83 0,82 0,84 0,81 0,79 0,79 0,83 0,95 0,95 0,95 1

Agl-BR 0,81 0,83 0,8 0,87 0,84 0,91 0,93 0,88 0,85 0,82 0,85 0,89 0,85 0,85 0,87 0,94 0,94 0,94 0,86 1
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2.3.3.6 Andlise filogenética

Embora o maior coeficiente de similaridade (0,94) apresentado pelo isolado Agl-BR tenha
sido obtido quando comparado aos fitoplasmas do subgrupo 16Srlll-“V”, verificamos que, com
base na arvore filogenética construida (Figura 26), este isolado esta filogeneticamente
relacionado aos fitoplasmas dos subgrupos 16Srlll-J, 16Srlll-P e 16Srlll-U. No entanto,
independente da metodologia utilizada, a distin¢cdo deste isolado com os outros fitoplasmas é
observada. Sendo assim, o isolado Agl-BR é classificado como um membro do grupol6Srill e

novo subgrupo designado subgrupo “Z” (16Srlll -“Z”).
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Figura 26 - Arvore filogenética construida usando método Neighbor-Joining através das seqiiéncias da

regidao 16S rDNA “F2n/R2” dos isolados de fitoplasmas identificados em plantas de citros,
plantas daninhas e em cicadelideos da espécie Agallia albidula (seta) neste estudo,
fitoplasmas representantes dos grupos 16Srlll, [16SrllI-K e 16SrllI-R (ZHAO et al., 2009)],
16SrVII e 16SrIX (Tabela 2). ‘Ca. Phytoplasma brasiliense’ foi usando como outgroup. Os

‘Ca. P. brasiliense’ (AF147708) 16SrXV

ndmeros nos ramos da &rvore sdo os valores de bootstrap gNeElEREEEIEE
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Dentre as espécies de cicadelideos identificadas neste trabalho (Tabela 10), somente D.
flavicosta é reconhecida como vetor de fitoplasma na Jamaica (DABEK, 1982). Isto nos leva a
acreditar que € possivel que os vetores de fitoplasmas de ocorréncia no Brasil sejam distintos dos
vetores ja relatados em outros paises.

O cicadelideo A. albidula é uma espécie da subfamilia Agalliinae que se encontra
amplamente distribuida no Brasil (COELHO, 1997). Sua presenca ja foi relatada na Bolivia,
Paraguai e Argentina (COELHO et al., 2001). De acordo com Costa (1957), este cicadelideo €
comumente encontrada em cultivos de Gossypium spp. (algoddo), Solanum tuberosum (batata), S.
lycopersicum (tomate) e sobre diversas plantas daninhas.

Agallia albidula é vetor do virus Brazilian tomato curly top (BTCV), causador do broto
crespo do tomateiro (SAUER, 1946), mas inexiste qualquer relato deste cicadelideo como vetor
de fitoplasmas. O fato de fitoplasmas terem sido detectados em A. albidula o torna um potencial
inseto vetor de fitoplasmas. Embora tenhamos identificado um fitoplasma do grupo 16Srlll em A.
albidula, ndo indica, se caso for um vetor, que seja especifico deste fitoplasma. Os estudos
demonstram que, de um modo geral, ndo ha especificidade do cicadelideo na transmissdo de
determinado fitoplasma. Como por exemplo, Euscelidius variegatus (Kirschbaum) é vetor de
fitoplasmas dos grupos 16Srl (GIANNOTTI, 1969), 16Srlll (JENSEN, 1969) e 16SrV
(BOUDON-PADIEU; LARRUE; CAUDWELL, 1989); assim como Circulifer tenellus (Baker) é
vetor de fitoplasmas do grupo 16SrV (WEINTRAUB et al., 2004), 16SrVI (SHAW,;
KIRKPATRICKM; GOLINO, 1993) e 16SrIX (WEINTRAUB et al., 2004).
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Quase a totalidade dos trabalhos que descrevem novos subgrupos de fitoplasmas é baseada
nas analises dos perfis de restricdo e os respectivos coeficientes de similaridade gerados. Estas
metodologias sdo pontuais e tem como indicativos a diversidade dos sitios de nucleotideos
reconhecidos por determinadas enzimas de restricdo. Ja a analise filogenética e a similaridade de
nucleotideos utilizada para decrever espécies de ‘Ca. Phytoplasma’ considera a sequéncia da
regido 16S rDNA “F2n/R2” como um todo. De um modo geral, as anélises de coeficiente de
similaridade nos sugerem uma proximidade dos fitoplasmas dos subgrupos 16Srlll-“V” ¢
16Srl1-“X aos fitoplasmas do subgrupo 16Srlll-B, devido ao maior coeficiente de similaridade
obtido entre estes fitoplasmas (Tabela 11). Por outro lado, na arvore filogenética verificamos que
os fitoplasmas dos subgrupos 16SrlI-“V” ¢ 16Srlll-“X” estdo relacionados e compdem uma
linhagem distinta das demais incluindo aquela que pertence os fitoplasmas do subgrupo 16Srlil-B
(Figura 26). Da mesma forma, o fitoplasma do subgrupo 16SrllI-“Z” apresenta um maior
coeficiente de similaridade quando comparado com os fitoplasmas do subgrupo 16SrllI-“V”. No
entanto, verificamos que na arvore filogenética, o fitoplasma do subgrupo 16Srlll-“Z” est&
relacionado aos fitoplasmas dos subgrupos 16SrllI-R e 16Srll1-U. Com base nestes dois casos do
presente estudo, constatamos que, com as metodologias aqui adotadas, os isolados de fitoplasmas
do grupo 16Srlll encontrado em plantas de citros, plantas daninhas e em A. albidula séo
semelhantes a outros fitoplasmas deste grupo, porém apresentam uma evolugdo divergente a
partir de um ancestral comum daqueles que sdo mais proximos segundo o coeficiente de
similaridade.

As espécie candidatas propostas para os fitoplasmas dos grupos 16Srlll, 16SrVII e 16SrIX
sdo ‘Ca. Phytoplasma pruni’, ‘Ca. Phytoplasma fraxini’ e ‘Ca. Phytoplasma phoenicium’,
respectivamente (PHYTOPLASMA/ SPIROPLASMA WORKING TEAM — PHYTOPLASMA
TAXONOMY GROUP, 2004; VERDIN et al.,, 2003). Com a analise da similaridade das
seqliéncias de nucleotideos da regido 16S rDNA “F2n/R2” dos fitoplasmas aqui encontrados
(dados ndo apresentados) com os isolados de referéncia de ‘Ca. Phytoplasma pruni’, ‘Ca.
Phytoplasma fraxini’ e ‘Ca. Phytoplasma phoenicium’ (Tabela 2) verificamos que a menor
similaridade entre os fitoplasmas dos grupos 16Srlll, 16SrVI1I e 16SrIX encontrados neste estudo
com as espécies candidatas correspondentes foi de 98%. De acordo com PHYTOPLASMA/
SPIROPLASMA WORKING TEAM - PHYTOPLASMA TAXONOMY GROUP (2004),
quando as sequéncias da regido 16S rDNA “F2n/R2” de fitoplasmas apresentam uma
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similaridade maior que 97,5% com a sequéncia de um isolado referéncia de uma espécie ‘Ca.
Phytoplasma’, é um indicativo de que estes fitoplasmas sdo relacionados a respectiva espécie.
Sendo assim, os fitoplasmas dos grupos 16Srlll, incluindo os fitoplasmas dos subgrupos 16SrllI-
“V”, 16SrIll-“X” e 16Srlll-“Z” sdo relacionados a espécie ‘Ca. Phytoplasma pruni’; 0S
fitoplasmas dos grupos 16SrVI1I, incluindo os fitoplasmas dos subgrupos 16SrVI1I-“D” ¢ 16SrVII-
“E” s@o relacionados a ‘Ca. Phytoplasma fraxini’, da mesma forma que os fitoplasmas do grupo
16SrIX, incluindo o fitoplasma do grupos 16SrIX-“F”, sdo relacionados a ‘Ca. Phytoplasma
phoenicium’. Esta relacdo pode ser consolidada e adotada até a caracterizacdo completa do
genoma destes fitoplasmas associados a teste de patogenecidade, a identidade de um inseto vetor
e gama de plantas hospedeiras.
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3 CONCLUSOES

Existe uma grande diversidade de espécies ‘Ca. Phytoplasma’ associadas a plantas de

citros, plantas daninhas e cicadelideos em pomares de citros no Estado de Sao Paulo.

Fitoplasmas dos grupos 16Srlll (‘Ca. Phytoplasma pruni’) e 16SrIX (‘Ca. Phytoplasma
phoenicium’) foram identificados associados a plantas de citros em um pomar localizado em
Piracicaba. Um fitoplasma do grupo 16SrVII (‘Ca. Phytoplasma fraxini’) foi identificado

associado a plantas de citros em um pomar localizado em Bebedouro.

Fitoplasmas do grupo 16Srlll (‘Ca. Phytoplasma pruni’) foram identificados associados a
plantas de Bidens pilosa, Leonorus sibiricus e Solanum americanus em um pomar localizado em

Piracicaba.

Fitoplasmas do grupo 16SrVII (‘Ca. Phytoplasma fraxini’) foram identificados associados a
plantas de Erigeron bonariensis e Euphorbia heterophylla em pomares localizados em

Piracicaba e Taquarituba, respectivamente.

Um fitoplasma do grupo 16Srlll (‘Ca. Phytoplasma pruni’) foi identificado associado a
cicadelideos da espécie Agallia albidula (Uhler, 1895), coletados em um pomar de citros

localizado em Taquarituba.
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ANEXO A - Padrdes de restricdo de RFLP da digestdo in silico de fragmentos da regido 16S
rDNA “F2n/R2” de fitoplasmas representantes do grupo 16Srlll, subgrupos
16Srlll-A, 16Srlll-B, 16SrllI-C, 16Srlll-D, 16Srlll-F, 16Srlll-G, 16Srlll-J,
16Srlll-L e 16SrllI-M (Tabela 2) pelo uso de 17 enzimas: Alul, BamH]I, Bfal, BstUI
(Thal), Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol),
Msel, Rsal, Sspl, e Tagl. M: marcador, @X174 DNA-Haelll
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ANEXO B - Padrdes de restricdo de RFLP da digestdo in silico de fragmentos da regido 16S
rDNA de fitoplasmas representantes do grupo 16Srlll, subgrupos 16SrllI-N,
16SrllI-0, 16Srlll-P, 16SrllI-Q, 16SrllI-S e 16SrllI-U (Tabela 2) pelo uso de 17
enzimas: Alul, BamH]I, Bfal, BstUI (Thal), Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,

Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Taql. M: marcador, @X174 DNA-
Haelll

16Srll1-N (GenBank:FJ376629) 16Srll1-O (GenBank: AF370120) 16Srlll-P (GenBank: AF370119)




ANEXO C - Padrdes de restricdo de RFLP da digestdo in silico
de fragmentos da regido 16S rDNA de fitoplasmas
representantes do grupo 16SrVII (Tabela 2) pelo
uso de 17 enzimas: Alul, BamHI, Bfal, BstUI
(Thal), Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,
Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e
Taqgl. M: marcador, @X174 DNA-Haelll

16SrVII-A (GenBank: AF092209) 16SrVII-B (GenBank: AY034608)
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ANEXO D - Padrdes de restricdo de RFLP da digestdo in silico de fragmentos da regido 16S
rDNA de fitoplasmas representantes do grupo 16SrIX (Tabela 2) pelo uso de 17
enzimas: Alul, BamHI, Bfal, BstUl (Thal), Dral, EcoRl, Haelll, Hhal, Hinfl,

Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl, e Tagl. M: marcador,
@X174 DNA-Haelll

16SrIX-A (GenBank: AF248957) 16SrIX-B (GenBank: AF515637) 16SrIX-C (GenBank:

Y16389)






