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RESUMO

Identificacio molecular de um fitoplasma associado a malformacio das folhas das
ornamentais Celosia argentea L. e Celosia spicata L.

Plantas de crista-de-galo (Celosia argentea) e pluma-de-flamingo (Celosia spicata) sao
ornamentais de flores exuberantes muito apreciadas. Recentemente, em logradouros publicos de
Piracicaba (SP) foi observado que plantas de ambas as espécies exibiam sintomas tipicos de
doencgas causadas por fitoplasmas, como redugdo foliar, superbrotamento de ramos laterais,
enfezamento da parte aérea e filodia. Com o objetivo de demonstrar que tais organismos estavam
associados a doenca, o presente trabalho foi conduzido. Vinte e quatro amostras de folhas e
ramos obtidas de plantas sintomaticas foram submetidas a extracdo do DNA total, o qual foi
empregado para a deteccdo de fitoplasmas, conduzida por duplo PCR com os iniciadores P1/P7
ou P1/Tint e 16F2n/16R2. Plantas assintomdticas de celosia foram usadas como controle
negativo, enquanto plantas de vinca experimentalmente infectadas por fitoplasmas serviram como
controles positivos. Fitoplasmas foram detectados em 50% das plantas sintomaticas analisadas,
através da amplificacdo de um fragmento gendmico de 1,2 Kb, visualizado na forma de banda,
em gel de agarose. Amplificacdes foram observadas para o controle positivo, porém nenhuma
banda foi visualizada quando DNA de plantas assintomaticas foi usado na reagdo de PCR. O
emprego de iniciadores especificos revelou que todos os fitoplasmas encontrados eram
pertencentes ao grupo 16SrIIl. Analises de RFLP, usando as enzimas Hinfl, Hpall, Taql, Rsal,
Kpnl, Haelll, Msel, Hhal e Bsh 12361 e analises filogenéticas, baseadas na seqiiéncia
nucleotidica do 16S rDNA, confirmaram que o fitoplasma encontrados era afiliado ao grupo
16SrIll, subgrupo J. A transmissdo experimental, via cuscuta, do fitoplasma presente em planta
de crista-de-galo para planta de vinca evidenciou a natureza infecciosa da doenga e que seu
agente €, provavelmente, um fitoplasma.

Palavras-chave: Fitoplasma; Diagnose; Celosia



ABSTRACT

Molecular identification of a phytoplasma associated with malformation of the leaves of
Celosia argentea L. and Celosia spicata L.

Plants belonging to the species Celosia argentea and Celosia spicata are appreciated as
ornamentals due to their colorful flowers. Recently, plants of both species exhibiting typical
symptoms induced by phytoplasmas, characterized by deformed leaves, proliferation of axillary
shoots, stunt and phyllody were found in public places in Piracicaba, SP, Brazil. The present
study was done to demonstrate that phytoplasmas were associated with these diseased plants.
Twenty four samples composed by leaves and young shoots were obtained from symptomatic
plants. Total DNA was extracted and used as template in nested PCR primed by P1/P7 or P1/Tint
and 16F2n/16R2. Total DNA extracted from asymptomatic plants of celosia was used as negative
control and plants of periwinkle experimentally infected with phytoplasmas were used as positive
control. Phytoplasmas were detected in 50% of the symptomatic plants through the amplification
of a genomic fragment of 1.2kb visualized as band in agarose gel. Amplification were also
obtained for the positive control, but no band was visualized when DNA from asymptomatic
plants was used in the PCR reactions. Nested PCR performed with specific primers pair revealed
that the phytoplasmas found in all samples belonged to group 16SrIIl. RFLP analyses conducted
with the restriction enzymes Hinfl, Hpall, Taql, Rsal, Kpnl, Haelll, Msel, Hhal and Bsh 1236],
plus phylogenetic analysis based on the 16S rRNA gene sequences confirmed that the
phytoplasma detected in diseased plants was affiliated to group 16SrlIll, subgroup J. Positive
experimental transmission of the phytoplasma from celosia to periwinkle, using Cuscuta
subinclusa, indicated that the disease is infectious and that phytoplasma is, probably, the causal
agent.

Keywords: Phytoplasma; Diagnosis; Celosia
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1 INTRODUCAO

As plantas ornamentais conhecidas por crista-de-galo (Celosia argentea L.) e pluma-de-
flamingo (Celosia spicata L.) sdo muito apreciadas pela exuberancia de suas flores de coloragdo
atraente. Embora possam ser vistas crescendo voluntariamente em todas as partes do mundo, o
provéavel centro de origem das plantas do género Celosia é a Africa e a Asia. No continente
africano, estas espécies sdo utilizadas, principalmente, como parte da dieta alimentar e como
plantas medicinais pela popula¢do mais carente.

Em diversas cidades brasileiras estas ornamentais sdo encontradas nas ruas e jardins,
sendo muitas vezes escolhidas por ndo exigirem muitos cuidados, além de serem bastante
resistentes ao ataque de pragas e doencas. No entanto, apesar de resistentes, podem ser atacadas
por alguns patogenos, tais como nematoides, fungos, virus e bactérias.

Recentemente, nas ruas da cidade de Piracicaba (SP), foi observado que plantas de ambas
as espécies apresentavam alteragdes que sugeriam infec¢ao por algum agente fitopatogénico. Os
sintomas exibidos pelas plantas de pluma-de-flamingo incluiam reducdo e deformacdo foliar
acentuada, superbrotamento de ramos laterais e enfezamento da planta. Enquanto que nas plantas
de crista-de-galo, além dos sintomas citados, foi observada a ocorréncia de filodia. Como estes
sintomas sdo tipicamente associados a presenca de fitoplasmas, foi levantada a hipdtese de que
estes agentes estariam envolvidos com a doenga, a qual foi denominada de deformacao foliar da
celosia.

Desta forma, visando esclarecer a etiologia da doenga, os objetivos do presente trabalho
foram: detectar a presenca de fitoplasmas nos tecidos das plantas sintomadticas; identifica-los

molecularmente e analisd-los filogeneticamente; e demonstrar a sua patogenicidade.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao bibliografica

2.1.1 Fitoplasmas

Fitoplasmas sdo procariotos fitopatogénicos, desprovidos de parede celular, pleomorficos,
que vivem e multiplicam-se em vasos de floema e na hemolinfa de insetos da ordem Hemiptera
(BEDENDO, 1995; BERTACCINI, 2007). Para serem disseminados na natureza os fitoplasmas
dependem, na maioria dos casos, de insetos vetores (HOGENHOUT et al., 2008).

A primeira doenca causada por fitoplasmas foi relatada em 1902, identificada como um
amarelecimento na planta ornamental “China aster” (Callistephus chinensis Nees), popularmente
conhecida no Brasil como rainha margarida. Na época, os sintomas da doenca, denominada de
“Aster yellow”, foram descritos por Smith, o qual a definiu como uma das mais obscuras e
peculiares doengas (HEWITT, 1987), por ndo se conhecer a sua etiologia e pelos sintomas serem
muito tipicos. O agente desta doenca ndo foi detectado pelos métodos utilizados na época, devido
ao seu tamanho e impossibilidade de cultiva-lo in vitro. Na verdade, muitos anos se passaram até
que o agente causal fosse conhecido, pois a descoberta dos fitoplasmas somente ocorreu em
1967. O reconhecimento dos fitoplasmas como agentes de doenca foi feito a partir da associagdo
destes procariotos com plantas portadoras de sintomas do tipo amarelo, exibidos por plantas de
rainha margarida, batata, quiri ¢ amora. Pesquisadores japoneses detectaram, por microscopia
eletronica, a presenca de fitoplasmas nos vasos de floema de plantas doentes, mas ndo nos tecidos
de plantas sadias e, naquela época, denominaram estes microrganismos de MLO (“Mycoplasma
Like Organism”), pela sua semelhanca com os micoplasmas encontrados em animais. Por ndo
possuirem parede celular, estes procariotos foram incluidos na classe Mollicutes (DOI et al.,
1967).

Os fitoplasmas induzem alteracdes no desenvolvimento da planta hospedeira, os quais se
expressam na forma de diversos tipos de sintomas. As anormalidades tipicas das plantas
infectadas podem se apresentar como: superbrotamento de ramos em desenvolvimento,
originando a vassoura de bruxa; filodia (aparecimento de folhas em lugar de flores); virescéncia
(coloragdo verde de partes florais normalmente ndo clorofiladas); avermelhamento de folhas e
hastes; amarelecimento generalizado; declininio e enfezamento de plantas; ¢ necrose de floema

(LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000; HOGENHOUT et al., 2008).
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Atualmente os fitoplasmas estdo associados a centenas de doencas de plantas, incluindo
muitas plantas de interesse econdmico, como espécies olericolas, frutiferas, ornamentais e
florestais (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000), causando doencas que muito
frequentemente tém importancia quarentenaria (BERTACCINI, 2007). No Brasil, diversas
doencgas associadas aos fitoplasmas tém sido relatadas, entre elas o enfezamento do milho
(BEDENDO; DAVIS; DALLY, 2000), o superbrotamento do maracujazeiro (RIBEIRO;
BEDENDO, 2007) e do chuchuzeiro (MONTANO et al., 2000), o calice gigante do tomateiro
(AMARAL-MELLO et al., 2006), o enfezamento do tomateiro e da berinjela (AMARAL-
MELLO et al., 2007), o lenho mole da macieira (RIBEIRO; BEDENDO; SANHUEZA, 2007), o
amarelo da videira (NERONI; BEDENDO; KUNIYUKI, 2006), a sindrome do amarelecimento
foliar da cana-de-acucar (SILVA, 2008) e, recentemente, o enfezamento de plantas do género
Brassicae, como o repolho (AMARAL-MELLO, 2007) a couve-flor (RAPUSSI; BEDENDO,
2008) e o brocolis (ECKSTEIN et al., 2008). Esta ultima doenga tem sido responsavel por
epidemias severas e cada vez mais freqiientes no Estado de Sao Paulo.

No Brasil, a floricultura comegou a se destacar como atividade de importancia econdmica
ha pouco mais de 30 anos (SILVA, 2008), e diversas anomalias que ocorrem em plantas
ornamentais ja foram relatadas como estando associadas aos fitoplasmas. Até o presente
momento, as espécies ornamentais nas quais os fitoplasmas foram associados com algum tipo de
anomalidade sdo: crista-de-galo (Celosia sp.), margaridinha (Crysanthemum parthenium), rainha
margarida (Callistephus chinensis), sempre viva (Helychrisia bracteatum) (KITAJIMA, 1994),
hibisco (Hibiscus sinensis) (MONTANO et al., 2001), vinca (Catharanthus roseus) (BEDENDO;
DAVIS; DALLY, 1999), bico-de-papagaio (Euphorbia pulcherrina) (RIBEIRO; BEDENDO,
20006), begdnia (Begonia sp.) (RIBEIRO et al., 2006), e primavera (SILVA, 2008).

2.1.2 Deteccao e Classificacio de fitoplasmas

Apds a descoberta dos fitoplasmas em 1967, a presenga de sintomas e a subseqiiente
observacao de corpusculos pleomorficos nos vasos de floema, usando microscopia eletronica,
foram os principais meios usados para a diagnose de doengas associadas a este tipo de agente
fitopatogénico (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000).

O primeiro esquema de classificagdo tomava por base os sintomas da planta hospedeira e

o inseto vetor do fitoplasma, pois a microscopia eletronica ndo permitia a diferenciacdo entre os
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diversos fitoplasmas. No entanto, este tipo determinagdo era laboriosa, consumia muito tempo e
muitos dos insetos vetores eram desconhecidos (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000).
Além disso, fitoplasmas relacionados podem induzir diferentes sintomas no mesmo hospedeiro
vegetal e diferentes fitoplasmas podem induzir sintomas similares em determinada planta
(DAVIS, 1995).

A clonagem e deteccdo de DNA de fitoplasma realizada por Kirkpatrick (1987) permitiu o
desenvolvimento de métodos de detec¢do, baseados no uso de fragmentos marcados de DNA e
hibridizagdo DNA-DNA. Por permitir uma detec¢do sensivel e especifica de fitoplasmas em
plantas e insetos estes métodos foram empregados nos primeiros esquemas de classificacdo de
fitoplasmas baseados no DNA (DAVIS, 1995).

O sequenciamento da regido 16S do DNA ribossdmico de fitoplasmas, realizado por Lim
e Sears (1989), permitiu confirmar que estes procariotos realmente pertenciam a classe
Mollicutes, assim como representavam um grupo monofilético dentro desta classe, pois, até
entdo, sua posi¢ao filogenética e classificagdo eram incertas (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-
RINDAL, 2000). Além disso, o sequenciamento desta regido forneceu subsidios para o emprego
de novos métodos de deteccdo, identificacdo e classificacdo molecular de fitoplasmas, pelo fato
de os genes do rRNA ribossomal serem conservados entre os procariotos e existir uma ampla
base de dados sobre a seqiiéncia de nucleotideos do 16S rRNA (DAVIS, 1995). Assim, passaram
a ser usadas no estudo dos fitoplasmas as técnicas de reacdo em cadeia da polimerase
(“Polymerase chain reaction” - PCR) e a analise do polimorfismo do comprimento do fragmento
de restricdo (“Restriction fragment length polymorphism” - RFLP).

O método de PCR, no qual um fragmento da regido do 16Sr DNA dos fitoplasmas ¢
amplificado, permite a detec¢do de fitoplasmas através do emprego de iniciadores (“primers”)
universais, assim como a sua identificagdo preliminar, ao nivel de grupo, quando iniciadores
especificos sdo utilizados.

A 1identificacdo acurada de uma ampla gama de fitoplasmas, resultando na classificacao
dos mesmos em diferentes grupos, tem sido realizada, ao longo das duas ltimas décadas, gragas
ao estabelecimento de um esquema de classificagdo baseado nas andlises de RFLP do fragmento
de DNA da regidao 16S rRNA amplificado pela reacdo de PCR e digerido por diversas enzimas
de restrigdo (BERTACCINI, 2007; WEI et al., 2007). Atualmente, com base nesta técnica, os
fitoplasmas sdo classificados em 17 grupos (LEE et al.,, 1998; MONTANO et al., 2001;
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AROCHA et al., 2005) e mais de 50 subgrupos (LEE et al., 1998, 2004a, 2004b; JOMANTIENE
et al., 2002; BARROS et al., 2002; CONCIL et al., 2005). Mais recentemente, foi proposto um
esquema de classificacdo em 28 grupos com base em analise virtual de RFLP de mais de 800
seqiiéncias do gene 16S rDNA de fitoplasmas depositadas no GenBank (WEI et al., 2007).
Buscando uma classificacdo formal para os fitoplasmas, baseada na diversidade genética
do gene 16S rRNA, um grupo de pesquisadores reunidos no IRCM (International Research
Programme on Comparative Mycoplasmology) fez a proposta de acomodar os fitoplasmas dentro
de um género, denomindado ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’, sendo que este género
compreenderia diversas espécies (IRCM, 2004). Até o momento, 26 espécies de ‘Ca.

Phytoplasma’ foram descritas (HOGENHOUT et al., 2008).

2.1.3 Plantas do género Celosia

As plantas do género Celosia pertencem a familia Amaranthaceae, sendo originarias da
Africa e Asia (NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC, 2006). O género reine mais de 60
espécies. As espécies ornamentais podem ser separadas em trés categorias em funcao do tipo de
flores (NATIONAL GARDEN BUREAU, 2007). A forma mais simples, conhecida como pluma-
de-flamingo, possui uma inflorescéncia alongada e conica, sendo que as outras duas formas, mais
apreciadas, apresentam flores semelhantes a plumas delicadas ou flores achatadas e retorcidas, e
sdo popularmente conhecidas como crista plumosa e crista-de-galo, respectivamente (Figura 1).
As plantas chamadas pluma-de-flamingo sdo classificadas na espécie botanica Celosia spicata,
enquanto que as duas outras formas, crista plumosa e crista-de-galo, derivadas de C. spicata, ndo
tém uma classificagdo uniforme, pois podem ser classificadas de diversas maneiras dentro do
género Celosia sp.. Segundo McCormack (2007) alguns estudiosos se referem a elas como
Celosia argentea do grupo flume e Celosia argentea do grupo cristata. Outros cientistas as
consideram ao nivel de subespécie, como Celosia argentea plumosa e Celosia argentea cristata.
Outros, elevaram estas formas ao nivel de espécie como Celosia plumosa e Celosia cristata.

Estas ornamentais estdo dispersas em todo o mundo de forma ndo cultivada (NRC, 2006),
porém existem diversas variedades comerciais, tanto de porte alto como ando. Somente no Brasil,
existem 89 variedades registradas no cadastro nacional de cultivares (BRASIL, 2008). As

variedades de porte alto sdo utilizadas tanto como flores de corte quanto em jardins (GILL et al.,
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2007), enquanto que as variedades anas estdo entre as flores preferidas para composi¢ao de
canteiros.

E de conhecimento geral o uso das celosias como plantas ornamentais, no entanto, o que
poucos sabem ¢ que as plantas de crista-de-galo também sao utilizadas na alimentagdo humana,
na medicina popular e na agricultura. As folhas jovens e frescas de duas variedades de crista-de-
galo sdo comuns na dieta da populagdo de varios paises da Africa, como Nigéria, Benin e Congo,
assim como na India e Indonésia. Sdo nestes mesmos locais que as propriedades medicinais
destas plantas sdo bastante difundidas, onde sdo usadas no tratamento de vermes intestinais,
problemas nos olhos, diarréia e outros males (NRC, 2006). A importancia da planta para a
agricultura esta relacionada com o controle da espécie daninha Striga sp., parasita de raizes de
outras plantas. Na Asia e na Africa, a produgdo de sorgo pode ser reduzida em mais de 60%
devido ao parasitismo. O controle em pequenas propriedades ¢ realizado pelo plantio intercalado
de crista-de-galo com a cultura agricola, pratica que pode reduzir em 55% a emergéncia da

daninha e aumentar em 35% a producao de sorgo (OLUPO et al., 2003).

Figura 1 - Plantas ornamentais do género Celosia sp.. A = pluma-de-flamingo (Celosia spicata); B = crista plumosa
(Celosia argentea do grupo flume); C = crista-de-galo (Celosia argentea do grupo cristata). (Fonte: site
http://davesgarden.com/)

2.1.4 Doencas das plantas do género Celosia

As doencas geralmente ndo sdo um problema sério para as celosias, no entanto, alguns

patdgenos podem atacar plantas deste género.
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Na Nigéria, a produg¢do de crista-de-galo como vegetal folhoso ¢ prejudicada pela
presenca de nematodides do género Meloydogine (NRC, 2006) e pela ocorréncia de um virus que
causa mosaico e enrolamento foliar. O virus, transmitido por pulgdes, foi identificado como
sendo um Potyvirus € o nome proposto para a doenga foi Celosia Mosaic Virus (CIMV)
(OWOLABI, 1998).

Na Florida, o principal problema para a produgdo de flores de crista-de-galo e pluma-de-
flamingo para corte estd relacionado também com a presenca de nematdides formadores de galha
do género Meloydogine (GILL et al., 2007). Ainda segundo estes autores, algumas doencas
fingicas que ocasionalmente ocorrem nas celosias sao do tipo damping off, causado pelos fungos
Pythium sp., Phytophthora sp. ou Rhizoctonia sp., € manchas foliares, causadas por Alternaria sp.
Cercospora sp. ou Phyllosticta sp.

As Unicas bactérias relatadas como agentes de doencas em plantas do género Celosia sao
Pseudomonas syringae pv. tabaci (ROMEIRO, 2005) e os fitoplasmas. Quanto aos fitoplasmas,
o primeiro relato foi feito no Brasil por Kitajima (1994), através de microscopia eletronica, em
plantas de crista-de-galo com sintomas de superbrotamento. Mais recentemente, associacdes de
fitoplasmas com ornamentais do género Celosia foram relatadas em Israel (TANNE et al., 2000)
no Iran (BABAIE et al., 2007) e na Lituania (SAMUITIENE; NAVALINSKIENE, 2006), sendo

que neste ultimo caso a doenga foi denominada de filodia da celosia (CelPh).

2.2 Material e métodos

2.2.1 Amostras de Celosia

Plantas sintomaticas de crista-de-galo (C. argentea) e pluma-de-flamingo (C. spicata),
ambas de porte alto, foram coletadas em trés locais distintos na cidade de Piracicaba, Estado de
Sao Paulo (Tabela 1). Plantas sintomaticas e assintomaticas foram amostradas. Dentre as plantas
sintomaticas, todas apresentavam superbrotamento de ramos novos e deformacao foliar. Somente

uma delas mostrou sintoma de filodia (CG4)
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Tabela 1 - Relacdo dos locais de coleta e das espécies de plantas do género Celosia sp

Planta Localidade Espécie de Celosia
CG1 Bairro Sdo Dimas Celosia spicata
CG2 Bairro Sdo Dimas Celosia spicata
CG3 ESALQ/USP Celosia argentea
CG4 ESALQ/USP Celosia argentea
CG5 Bairro Independéncia Celosia argentea
CG6 Bairro Independéncia Celosia spicata
CG7 Bairro Independéncia Celosia spicata
CG 8 Bairro Independéncia Celosia argentea

9 (Sadia) ESALQ/USP Celosia argentea
10 (Sadia) Bairro Independéncia Celosia argentea
11 (Sadia) Bairro Independéncia Celosia spicata

2.2.2 Extracao do DNA

Vinte e quatro amostras de DNA total proveniente de plantas sintomaticas foram obtidas,
sendo que para plantas assintomaticas foram obtidas nove amostras de DNA total. O DNA obtido
de plantas de vinca (Catharanthus roseus L.) sabidamente infectadas por fitoplasmas serviu como
padrdo positivo para a etapa de extragao.

A metodologia de extragao utilizada seguiu o protocolo proposto por Doyle e Doyle
(1987). Amostras de aproximadamente 2g do material fresco, constituido de folhas novas e
hastes, foram maceradas em almofariz contendo nitrogénio liquido até a homogeneizagdao do
material. Em seguida, o macerado foi transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL de
capacidade, aos quais foram adicionados 800 puL do tampao de extracio CTAB (2 g CTAB-cetyl
trimethyl ammonium bromide, 8,18 g NaCl, 0,74 g EDTA, 1,5 g Tris- HCI, 100 mL de agua
destilada, pH 8,0) a 60 °C. Apds a homogeneizagdo, o material foi incubado a 60 °C, por 60-90
minutos, sendo agitado a cada 10 minutos, em vortex. Apos este periodo, adicionou-se 600 pL de
CIA (24 partes de cloroférmio e uma parte de alcool isoamilico). A mistura foi agitada por
aproximadamente 1 minuto em vortex, ou até a forma¢do de uma emulsdo de aparéncia leitosa.
Em seguida, centrifugou-se a mistura por 10 minutos a velocidade de 14.000rpm. Os tubos foram
retirados cuidadosamente da centrifuga, evitando-se perturbar a interface. Com o auxilio de uma
pipeta, 540 uL do sobrenadante foram transferidos para tubos novos, aos quais adicionou-se
540uL de isopropanol gelado. Em seguida, os tubos foram invertidos até a completa
homogeneizagao das solugdes e colocados por duas horas, no minimo, sob a temperatura de -20
°C para a precipitacdo do acido nucléico presente na amostra. Nova centrifugagdo foi realizada
por 10 minutos a velocidade de 14.000rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado

resultante foi lavado pela adi¢do de 1 ml de etanol na concentracdo de 80%. O 4lcool foi
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removido do tubo apos 5-10 min. Esta operagdo foi realizada duas vezes. Ao precipitado foi
adicionado 500 pL. de uma solugdao de cloreto de sodio (NaCl) 1Molar, e, apds dissolver o
precipitado, a suspensdo foi mantida por 40-60 min a 4 °C. Nova centrifugacdo foi realizada por
10 min a velocidade de 14.000rpm. O sobrenadante foi recuperado para um novo tubo e o
precipitado foi descartado. Ao sobrenadante foram adicionados 350uL de isopropanol gelado.
ApoOs a homogeiniza¢ao do contetido dos tubos, o material foi mantido por 1-2 h a -20 °C. Em
seguida, foi processada uma centrifugacdo a 14.000rpm por 10min. Descartou-se o sobrenadante
e o precipitado foi lavado, conforme descrito anteriormente, por duas vezes. O precipitado foi
deixado a temperatura ambiente para secar e, em seguida, ressuspendido em 50ulL de agua

deionizada autoclavada. O produto de extracao foi mantido a -20 °C para uso nas reagdes de PCR.

2.2.3 Deteccao dos fitoplasmas pela técnica da PCR

Os extatos de DNA foram diluidos em agua deionizada autoclavada, nas proporgdes de
1:20 e 1:50 (v/v), sendo utilizados como molde nas reacdes de PCR.

Cada reacdo de PCR foi processada utilizando-se um volume final de 25 pL, contendo: 1
uL de extrato diluido de DNA; 18,7 uL de 4gua deionizada autoclavada; 0,5 uL de cada iniciador
(20 pmoles/uL); 2 uL de uma mistura de deoxinuclotideos trifosfato (solugdao 2,5 mM de cada
deoxinucleotideo); 2,5 pL de solugdao tampao 10X PCR e 0,17 uL de Amplitaq S5U/uL. Os
extratos diluidos de DNA de plantas assintomaticas de crista-de-galo e de plantas de vinca
sabidamente infectadas por fitoplasmas foram utilizados como padrdes negativo e positivo para a
etapa de amplificacao.

A deteccdo dos fitoplasmas presentes nas amostras foi realizada com o emprego de
iniciadores (primers) universais para fitoplasmas, através da técnica de duplo PCR. O primeiro
par de primers empregado foi P1/P7 (DENG; HITUKI, 1991; KIRKPATRICK et al., 1994), ou
P1/Tint (SMART et al., 1996), que amplificam fragmentos de aproximadamente 1,8 kb que
correspondem a regido do gene 16S rDNA do fitoplasma. A fim de aumentar a sensibilidade da
técnica, o produto da primeira reacdo de PCR foi diluido e utilizado como molde para uma
segunda reagdo, utilizando-se o par de primers R16F2n/16R2 (GUNDERSEN; LEE, 1996).

A programacdo do termociclador foi varidvel de acordo com o par de “primers”
utilizados. Nas reagdes com os primers P1/Tint, o termociclador foi programado para 30 ciclos,

sendo que cada ciclo compreendeu as seguintes etapas: 1 minuto a 94 °C, para a desnaturagcdo do
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acido nucleico, 1 minuto a 56 °C para o anelamento dos primers e 2 minutos a 72 °C para a
extensdo da fita, além de um tempo adicional de 1 minuto e 7 minutos para a etapa de
desnaturacdo do primeiro ciclo e extensdo do ultimo ciclo, respectivamente. Para os iniciadores
P1/P7 o termociclador foi programado para 35 ciclos, cada ciclo compreendeu as etapas: 1
minuto a 94 °C para a desnaturacdo, 2 minutos a 60 °C para o anelamento dos iniciadores e 3
minutos a 72 °C para a extensdo das fitas, com um tempo adicional de 10 minutos no ultimo
ciclo. Nas reagdes com os iniciadores R16F2n/16R2 a programacao no termociclador foi idéntica
aquela para os iniciadores P1/P7, exceto para a temperatura de anelamento, alterada para 50 °C.
Considerando que a presenca de substancias inibidoras do PCR sao relativamente comuns
(BERTACCINI, 2007), testes foram realizados para verificar a ocorréncia das mesmas nas
plantas de celosia. Para isto, 1 pL de DNA extraido de folhas ou hastes de uma planta de crista-
de-galo foi combinado com o mesmo volume do DNA de plantas de vinca, sabidamente positivo
para fitoplasmas, e submetido ao duplo PCR empregando-se os iniciadores universais P1/P7 e

R16F2n/16R2.

2.2.4 Identificacao de fitoplasmas pela técnica de PCR

Uma vez detectada a presenga de fitoplasmas no tecido das plantas sintomaticas,
procedeu-se a etapa de identificacdo, usando-se os pares de primers RI16(I)F1/R1 e
R16(IIT)F2/R1, especificos para fitoplasmas pertencentes aos grupos 16SrI e 16Srlll,
respectivamente (LEE et al., 1994). Os primers especificos para determinados grupos de
fitoplasmas sdo utilizados somente na segunda reacao do duplo PCR, utilizando-se o produto da
primeira reacdo, amplificado com “primers” universais, como molde. Para isto, os produtos
amplificados pelo par universal P1/P7 ou P1/Tint na primeira reagdo, foram diluidos em agua na
proporgao de 1:50 (v/v) e usados como molde na reagdo seguinte.

Os padrdes positivos foram representados pelo DNA extraido de plantas de milho e de
chuchu sabidamente infectados com fitoplasmas do grupo 16Srl e 16Srlll, respectivamente.
Como padrao negativo foi utilizado o DNA extraido de uma planta assintomatica de crista-de-

galo.
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2.2.5 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos do duplo PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%)
contendo o corante Sybr safe® 1% (Invitrogen), usando-se tampao TE 0,5X . O DNA foi
submetido a corrente elétrica de 65 volts por 60 minutos O padrao de peso molecular utilizado foi
o 1 Kb ladder (Life Technologies). A visualizacdo dos fragmentos amplificados foi feita em

transiluminador de luz ultravioleta.

2.2.6 Identificacio de fitoplasmas através da técnica de RFLP

As seqiiéncias de nucleotideos de 1.2 Kb, correspondentes ao 16S rDNA amplificadas
pelo duplo PCR, utilizando-se primers universais, foram submetidas a digestdo com as enzimas
de restricado Msel, Rsal, Kpnl, Hinfl, Hpall, Haelll, Taql, Hhal e Bsh 123611. A digestdao foi
conduzida em tubos de microcentrifuga, de 600 puL de capacidade, contendo 3-5 pL do DNA a
ser digerido, (separadamente para cada endonuclease) 0,5 pL de cada enzima de restrigdo, 1,5 pL
do tampao correspondente a enzima e agua destilada deionizada para completar um volume de 15
uL. A mistura dos reagentes foi incubada a 36 °C por 24-36 h, excecao feita para as enzimas Tagl
e Bsh 12361, para as quais foram adotadas as temperaturas de 65 °C e 37 °C, por um periodo de

24-36 h e 16 h, respectivamente.

2.2.7 Sequenciamento da regiao 16SrDNA do fitoplasma

Com a finalidade de confirmar a identidade dos fitoplasmas encontrados em plantas de
celosia, assim como verificar sua posi¢do filogenética em relacdo aos demais fitoplamas
existentes, realizou-se o sequenciamento da regido do 16SrDNA, amplificado pela técnica de
duplo PCR. Para isto foi escolhido o fitoplasma presente na planta identificada como CG4, como
sendo representativo dos fitoplasmas encontrados nas plantas de crista-de-galo e pluma-de-
flamingo. O sequenciamento foi realizado a partir do DNA do fitoplasma clonado em

Escherichia coli, conforme descrito em seguida.

2.2.8 Clonagem

Os produtos do duplo PCR, amplificados com o uso de primers universais, foram
clonados em Escherichia coli. O processo de clonagem envolveu diversas etapas: purificagdo do

fragmento de DNA do fitoplasma; insercdo do DNA em um plasmidio (vetor); captura do vetor
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pela bactéria E. coli; multiplicacdo da bactéria E. coli contendo o plasmideo; e finalmente, a
extracdo do DNA do fitoplasma inserido na bactéria para seu sequénciamento. A purificagdao do
fragmento de DNA do fitoplasma foi feita com o “kit” PureLinkTM (Invitrogen), de acordo com
o protocolo descrito pelo fabricante. A concentragdo do DNA nas amostras foi estimada pela
comparagdo visual da banda do marcador Lambda DNA com as bandas do DNA purificado das
amostras. As amostras de DNA purificadas foram armazenadas a temperatura de -20 °C até o
momento de uso. O fragmento de DNA do fitoplasma, com concentragdo de aproximadamente
400 ng, foi inserido no vetor pGEM®-T Easy Vector System I (Promega) utilizando-se o “kit”
comercial que acompanha o vetor, seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. O vetor
contendo fragmento de DNA do fitoplasma inserido, denominado simplesmente como ligagao,
foi inserido em células competentes de FE. coli através de um processo denominado
transformagdo. A transformacdo, realizada em células competentes de E. coli, estirpe DH5aq,
preparadas conforme Hanahan (1983), foi realizada da forma descrita em seguida. Em um tubo
de microcentrifuga, contendo 50 uL de células competentes, adicionou-se 2-3 pL da ligacao e
incubou-se a mistura por 30 minutos em gelo. Apds este periodo, a mistura foi submetida a um
choque térmico, por incubagdo a 42 °C por 50 segundo e, imediatamente, transferidas para o gelo,
durante dois minutos. Em seguida, as células transformadas foram adicionados 450 pL. de meio
de cultura Luria-Bertani (LB) (BERTANI, 1951; LURIA; BURROUS, 1957) 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 acrescido de 20 pL do antibiotico ampicilina (100 mg.mL™), 20 pL de X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosida) na concentragao de 50 ng/mL e 20 pL de IPTG (isopropil-
B-D-tiogalactopiranosida) na concentragdo de 50 mg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por
12-14 h ou até o crescimento das colonias. Os produtos X-gal e IPTG permitem a avaliagio da
atividade da P-galactosidade das bactérias transformadas, possibilitando diferencid-las das
bactérias ndo transformadas, através da cor branca ou azul da coldnia, respectivamente. Foram
selecionadas 3 colonias transformadas, ou seja, 3 clones de cada amostra. Estes clones
selecionados foram transferidos, em camara de fluxo, para tubos do tipo “Falcon”, contendo 20

mL de meio de cultura LB liquido, pelo toque de uma ponteira de 10 uLL. na colonia selecionada e
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sua posterior transferéncia para meio de cultura. A incubagdo foi feita a temperatura de 37 °C por
12 h em agitador a velocidade de 200 rpm, para crescimento da bactéria.

Com a bactéria transformada, clonada e multiplicada, o proximo passo foi a extragdo do
plasmideo, que contém o fragmento de DNA do fitoplasma. A extracdo do plasmideo de dois
clones foi realizada utilizando-se o “kit” comercial Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification
System (Promega), de acordo com as instrucdes do fabricante. O terceiro clone foi conservado,
em tubo de microcentrifuga (1,5 mL) contendo 500 pL da suspensdo da bactéria clonada e 500
uL de glicerol (50%), tendo sido armazenado em congelador a -80 °C.

Para cada clone, uma aliquota da suspensdo contendo os plasmideos extraidos foi
submetida a reagdao de PCR, utilizando-se o par de primers universais R16F2n/16R2, ¢ a digestao
com a enzima de restricdo EcoRI para a confirma¢do da presenca do fitoplasma nestes
plasmideos. Os plasmideos, cujo inserto do fitoplasma foi confirmado, foram enviados para o
sequenciamento, junto ao laboratério de bioquimica fitopatologica do Instituto Bioldgico de Sao

Paulo.

2.2.9 Analise das seqiiéncias

As seqiiéncias geradas foram analisadas através de programas computacionais de
contrucdo (Bio Edit e PhredPhrap) e andlise de seqiiéncias (Sequence alignment — CLUSTALW).
Apos este processo, estas seqiiéncias foram comparadas com seqiiéncias de outros fitoplasmas
depositadas no “GenBank”, o que possibilitou demonstrar o nivel de identidade genética existente
entre o fitoplasma presente nas plantas de celosia com outros fitoplasmas que ocorrem em outros
hospedeiros. Para as analises filogenéticas, foram usadas 29 seqiiéncias, que incluem 16 grupos
de fitoplasmas existentes, 11 subgrupos pertencentes ao grupo 16Srlll, o organismo
Acholeplasma laidlawii e uma seqiiéncia obtida neste trabalho (Tabela 2). A arvore filogenética
foi construida pelo método “Neighbour-joining” e o teste Bootstrapping foi processado 1.000
vezes para assegurar a confiabilidade da posi¢cdo dos ramos formados na arvore construida. Os
mapas de sitios putativos de restri¢do para as sequéncias do 16S rDNA do fitoplasma encontrado
em celosia e de fitoplasmas relacionados foram gerados com as mesmas endonucleases usadas na

analise de RFLP, através do programa pDRAW32 e comparados.
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Tabela 2 - Representantes dos 16 grupos e diversos subgrupos de fitoplasmas do grupo 16SrIll utilizados para a
construgdo da arvore filogenética

(continua)
Fitoplasma Doenca N° acesso Referéncia
Planta CG4 Malformagdo das folhas de celosia - Presente estudo
16SrI: Aster yellows
I-B Maize bushy stunt (MBS) AY265208 LEE et al., 2004
16SrIl: Peanut WB
II-A Peanut witches’ broom (PnWB) L33765 GUNDERSEN et al., 1994
16SrIIIl: X Disease
I11-A Canada X-disease (CX) L33733 GUNDERSEN et al., 1994
111-B Clover yellow edge (CYE) AF175304 DAVIS; DALLY, 2001
II-E Spiraea stunt (SP1) AF190228 Nao publicado
III-F Milkweed yellows (MW1) AF510724 Nao publicado
11-G Walnut witches’ broom (MWB) AF190226 Nao pubicado
1I-H Poinsettia branch-inducing (PoiBI) AF190223 Naio publicado
II-I Virginia grapevine yellows (VGY) AF060875 DAVIS et al., 1998
1I1-J Chayote witches’ broom (ChWB) AF147706 MONTANO et al., 2000
I11-P Dandelion virescence (DanVir) AF370119 JOMANTIENE et al., 2002
II- Q Black Rasperry witches’ broom AF302841 Nao publicado
(BRWBR7)
I-R Cirsium white leaf (CirWL) AF373105 JOMANTIENE et al., 2002
16SrIV: Coconut lethal
yellows
IV-A Coconut lethal yellowing (LYJ-C8) AF498307 HARRISON, et al., 2002
16SrV: Elm Yellows
V-A Elm Yellows (EY1) AF189214 DAVIS; DALLY, 2001
16SrVI: Clover
proliferation
VI-A Clover proliferation (CP) AY390261 HIRUKI; WANG, 2004
16SrVII: Ash Yellows
VII-B Erigeron witches’ broom (EriWB) AY034608 BARROS, et al., 2002
16SrVIII: Loofah
witches’ broom
VIII-A Loofah WB (LfWB) AF248956 DAVIS; DALLY, 2001
16SrIX: Pigeon Pea
Witches’s broom group
IX-A Pigeon Pea WB (PPWB) AF248957 MARTINI et al., 2007
16SrX:Apple
Proliferation group B
X-A Apple proliferation (AP) AJ542543 SEEMULLER; SCHENEIDER,
2004
16SrXI: Rice yellow
dwarf
XI-A Rice yellow dwarf (RYD) D12581 NAMBA et al., 1993
16SrXII:Stolbur group
XII-D Hydrangea phyllodi (JHP) ABO010425 SAWAYANAGI et al., 1999
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Tabela 2 - Representantes dos 16 grupos e diversos subgrupos de fitoplasmas do grupo 16SrIll utilizados para a
construgdo da arvore filogenética

(conclusdo)

Fitoplasma Doenca N° acesso Referéncia
16SrXIIl: Mexican
periwinkle virescence
(MPV)
XIII-A Mexican Periwinkle virescence AF248960 DAVIS; DALLY, 2001

(MPV)

16SrXIV
XIV-A Bermudagrass white leaf (BGWL) AF248961 DAVIS; DALLY, 2001
16SrXV: Hibiscus
witches’ broom group
XV-A Hibiscus witches’ broom (HibWB26)  AF147708 MONTANO et al., 2001
16SrXVII: ‘Candidatus Phytoplasma caricae’ AY725234 AROCHA et al., 2005
Acholeplasma laidlawii Naio se aplica M 23932 WEISBURG et al., 1989

2.2.10 Teste de transmissao do fitoplasma

Em uma planta de crista-de-galo mantida em casa de vegetacao (planta CG3), denominada
planta fonte, na qual fitoplasmas pertencentes ao grupo 16Srlll foram detectados, foi instalada a
planta parasita Cuscuta subinclusa. Apds a colonizacdo da planta de crista-de-galo pela cuscuta,
duas plantas de vinca e uma planta sadia de crista-de-galo foram colocadas proximas a planta

fonte, as quais também foram colonizadas pela cuscuta (Figura 2).

Figura 2 - Colonizacdo por C. subinclusa de uma planta de crista-de-galo infectada por fitoplasmas e de plantas
sadias de vinca e crista-de-galo

A cuscuta usada para a transmissdo foi obtida a partir de sementes, assim como as plantas

testes de vinca e crista-de-galo. Para verificacdo da transmissao de fitoplasmas, foram conduzidos



27

testes de PCR. Para as plantas de vinca e de cuscuta foram feitas duas extragdes de DNA total de
cada uma das plantas, ao longo de 3 meses ap6s a instalagdo da cuscuta na planta de vinca. Para
crista-de-galo, nove extragdes foram realizadas ao longo de sete meses, apds a sua colonizagdo

pela planta parasita.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Deteccao de fitoplasmas nas amostras

Plantas do género Celosia conhecidas como crista-de-galo ¢ pluma-de-flamingo, com
sintomas tipicos de infeccao por fitoplasmas foram observadas em diferentes locais na cidade de
Piracicaba (SP). Estas plantas exibiam sintomas de superbrotamento, reducdo e deformagdo
foliar, enfezamento e diminui¢do dos entrends na parte superior da planta (Figuras 3 e 4). Uma
das plantas de crista-de-galo, além dos sintomas descritos mostrava também filodia (Figura 5).
Sintomas de filodia e enfezamento foram também relatados em plantas de crista-de-galo
infectadas por fitoplasmas em Israel (TANNE et al., 2000), no Iran (BABAIE et al., 2007) e na
Litudnia (SAMUITIENE; NAVALINSKIENE, 2006). No entanto, estas plantas também
apresentavam sintomas de amarelecimento generalizado, o que nao foi verificado nas celosias
coletadas em Piracicaba. Sintomas de deformacao foliar, uma alteracdo muito freqiiente nas
plantas sintomaticas analisadas neste trabalho, ndo foram assinalados para a doenca relatada

nestes paises.

Figura 3 - Plantas de pluma-de-flamingo com sintomas de reducdo e deformagao foliar e superbrotamento
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Figura 5 - Plantas de crista-de-galo com sintomas de filodia, tipicos de doencas causadas por fitoplasmas

A confirmagdo da presenca de fitoplasmas associados as plantas doentes foi obtida, em
50% das plantas sintomaticas de ambas as espécies (Tabela 3), através da amplificacdo de
fragmentos gendmicos de aproximadamente 1,2 Kb (Figura 6). O padriao de bandas exibido pelo
fitoplasma presente nas amostras de crista-de-galo e pluma-de-flamingo foi idéntico aquele

obtido para o fitoplasma encontrado na amostra usada como controle positivo, representada pela
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planta de vinca infectada. Nenhum fragmento foi amplificado a partir do DNA da amostra de
celosia assintomatica (Figura 6). A amplificagdo do fragmento do 16S rDNA do fitoplasma
presente nas plantas CG3, CG4 e CG6 foi obtida pelo emprego dos inicadores P1/P7 na primeira
reacdo ¢ R16F2n/16R2 na segunda, enquanto que o fitoplasma presente na amostra CG7 foi
detectado pelo emprego dos iniciadores P1/Tint para amplificagdo e R16F2n/16R2 para re-

amplificacao.

Tabela 3 - Relacdo das amostras de plantas do género Celosia sp. nas quais o fitoplasma foi detectado

Amostra Localidade Espécie de Celosia Deteccio do

fitoplasma
CG1 Bairro Sdo Dimas C. spicata negativo
CG2 Bairro Sdo Dimas C. spicata negativo
CG3 ESALQ/USP C. argentea positivo
CG4 ESALQ/USP C. argentea positivo
CG5 Bairro Independéncia C. argentea negativo
CG6 Bairro Independéncia C. spicata positivo
CG7 Bairro Independéncia C. spicata positivo
CG8 Bairro Independéncia C. argentea negativo
9 (Sadia) ESALQ/USP C. argentea negativo
10 (Sadia) Bairro Independéncia C. argentea negativo
11 (Sadia) Bairro Independéncia C. spicata negativo

Figura 6 - Amplificagdo do 16S rDNA do fitoplasma encontrado nas amostras sintomaticas de celosia pela técnica de
duplo PCR com os iniciadores P1/P7 ou P1/Tint e R16F2n/16R2. Coluna M = Marcador molecular 1 Kb
ladder; Coluna 3 e 4 = crista-de-galo sintomatica; Coluna 6 e 7 = pluma-de-flamingo sintomatica; Coluna
S = planta sadia de crista-de-galo; Coluna C+ = controle positivo representado por vinca infectada

Embora a técnica da PCR seja muito sensivel, ndo ¢ raro a ocorréncia de resultados
negativos para plantas que exibem sintomas tipicamente associados aos fitoplasmas (SILVA,
2008). Um dos fatores envolvidos na obten¢do de resultados negativos pode ser a presenga de

substancias inibidoras da amplificacdo do fragmento gendmico alvo do patogeno,
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O teste realizado para verificagdo da presenca de substancias inibidoras da PCR em
plantas de crista-de-galo confirmou que, o DNA extraido das folhas desta planta contém alguma
substancia capaz de inibir a reagdo da PCR, porém tais substidncias ndo estdo presentes nos
tecidos de hastes da planta. Isto foi confirmado pelo fato de reacdes de PCR contendo o DNA de
uma planta de vinca sabidamente infectada mais o DNA proveniente de hastes de plantas de
crista-de-galo também infectada ter amplificado fragmentos de tamanho esperado.
Contrariamente nas reagdes de PCR contendo o DNA de vinca infectada mais o DNA
proveniente das folhas da mesma planta de crista-de-galo ndo ocorreu amplificagdo do fragmento
esperado. Nas reacdes contendo apenas o DNA extraido de vinca foi verificada a amplificagdo do
16S rDNA do fitoplasma (Figura 7). Tais resultados sugeriram que a presenca de substancias
inibidoras nas plantas de celosia possa ser responsavel pela ocorréncia de falsos negativos para as
plantas que exibiam sintomas tipicos da doenca. Além da presenca de inibidores, falsos negativos
também podem ocorrer devido a distribuigdo irregular e a baixa concentragdo do fitoplasma nos
tecidos da hospedeira (CHRISTENSEN et al., 2004; BERGES; ROTT; SEEMULLER, 2000).
Portanto, a ndo detecgdo destes patdogenos na totalidade das plantas sintomdticas ndo significa

necessariamente que os mesmos nao estejam presentes em seus tecidos.

Figura 7 - Teste da presenca de inibidores do PCR. C- = controle negativo (agua); C+ = controle positivo (DNA de
planta de vinca sabidamente infectada por fitoplasmas); C+/A = controle positivo + DNA extraido de
folhas de crista-de-galo; C+/B = controle positivo + DNA extraido de hastes de crista-de-galo

2.3.2 Identifica¢ao do fitoplasma pela técnica de PCR e analise de RFLP

A identifica¢do molecular através da técnica de duplo PCR foi conduzida com o emprego
de iniciadores especificos para fitoplasmas dos grupos 16Srl e 16SrlIl, utilizados ap6s a primeira
rea¢do de PCR com os primers universais P1/Tint ou P1/P7. Nenhum fragmento do 16S rDNA de

fitoplasma foi amplificado a partir das amostras de celosia com o emprego dos iniciadores
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especificos para fitoplasmas pertencentes ao gupo 16Srl. Amplificacao foi obtida para o controle
positivo, representado por uma amostra de milho, sabidamente infectada por fitoplasma deste
grupo (dados ndo mostrados). No entanto, quando os iniciadores especificos para fitoplasmas do
grupo 16SrIll foram empregados, observou-se a amplificagdo de fragmentos gendOmicos de
aproximadamente 0,8 Kb, em todas as amostras de celosia nas quais o fitoplasma havia sido
detectado e para o controle positivo, representado por DNA extraido de uma amostra de
chuchuzeiro, sabidamente infectada por fitoplasma deste grupo. Nenhum fragmento foi
amplificado a partir do DNA da planta assintomatica (Figura 8). Os resultados revelaram
claramente que o fitoplasma detectado nas amostras de crista-de-galo e pluma-de-flamingo

pertenciam ao grupo 16SrIIl.

M 3 4 6 7 S ChuM

Figura 8 - Amplificagdo do 16SrDNA do fitoplasma encontrado nas amostras sintomaticas de Celosia sp. pela
técnica de duplo PCR com os iniciadores P1/Tint ou P1/P7 e R16(II1)F2/R1. Coluna M = Marcador
molecular 1 Kb ladder; Coluna 3 e 4 = crista-de-galo sintomatica; Coluna 6 e 7 = pluma-de-flamingo;
Coluna S = planta sadia de crista-de-galo; Coluna C+ = controle positivo , representado por fitoplasma
do grupo 16SrIIl

A identificagdio de um fitoplasma do grupo 16Srlll em associacdo com plantas
sintomaticas de celosia soma mais um hospedeiro de fitoplasmas deste grupo, cujos
representantes t€m sido encontrados freqiientemente nos continentes europeu ¢ americano (LEE
et al., 1998). Fitoplasmas deste grupo estdo associados a doencas que ocorrem em diversas
espécies de plantas cultivadas, entre elas algumas ornamentais. Particularmente no Brasil, a
maioria dos fitoplasmas encontrados em plantas ornamentais foi classificada como pertencente ao
grupo 16SrIll, como por exemplo o fitoplasma associado ao superbrotamento da begonia
(RIBEIRO et al., 2006) , a proliferacao de ramos de bico-de-papagaio (RIBEIRO; BEDENDO,
20006), e ao superbrotamento de ramos da primavera (SILVA et al., 2008).
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A ocorréncia de um fitoplasma do grupo 16SrIll em plantas de crista-de-galo foi relatada
anteriormente em Israel (TANNE et al., 2000), porém o mesmo nao foi classificado ao nivel de
subgrupo e a seqiiéncia de nucleotideos do 16S rDNA ndo foi disponibilizada, ndo sendo,
portanto, possivel compara-lo com o fitoplasma que ocorre no Brasil em plantas de celosia.

Além de fitoplasmas do grupo 16Srlll, plantas de crista-de-galo podem ser naturalmente
infectadas por representantes de outros 2 grupos distintos de fitoplasmas. Na Lituania, um
fitoplasma pertencente ao grupo 16Srl, subgrupo M, foi associado a plantas exibindo sintomas
de uma doenga denominada de filodia da Celosia (CelPh) (SAMUITIENE; NAVALINSKIENE,
2006). Enquanto no Iran, uma doenca presente em plantas desta espécie foi associada a um
fitoplasma do grupo VI, subgrupo A (BABAIE et al., 2007). Nao existe nenhum relato sobre a
ocorréncia de fitoplasmas em plantas de pluma-de-flamingo.

As andlises de RFLP conduzidas neste trabalho mostraram que os padrdes eletroforéticos
obtidos para o fitoplasma encontrado nas quatro amostras positivas foram indistinguiveis entre si,
e do representante do grupo 16SrIIl, subgrupo J (MONTANO et al.,2000), utilizado como padrao
neste trabalho (Figura 9 e Figura 10). A caracterizagdo molecular foi feita usando-se as enzimas
de restricdo e confirmou a identificacdo previamente realizada com o uso de iniciadores
especificos para fitoplasmas do grupo 16SrIIl.

Os padroes de restricao coletivos obtidos para o fitoplasma encontrado em celosia foram
comparados com aqueles descritos na literatura (LEE et al., 1998; MONTANO et al., 2000;
JOMANTIENE et al., 2002; BARROS et al., 2002) (Tabela 4). Ficou evidenciado que o
fitoplasma associado as plantas de celosia ndo pertenciam aos subgrupos 16SrIII-A, 16SrIII-C,
16SrIII-D, 16SrIII-E, 16SrIlI-G, 16SrIlI-I, 16SrIlI-P e 16SrIlI-R. No entanto, as Hinfl, Hpall,
Taql, Rsal, Kpnl, Haelll e Msel ndo permitiram a diferencia¢do entre os subgrupos 16SrlII-J,
16SrIII-B e 16SrIII-F. A fim de diferenciar os fitoplasmas do subgrupos 16SrIll-J e 16SrIlI-F
daqueles do subgrupo 16SrIII-B uma digestao foi feita com a enzima Hhal, cujo perfil descartou
a possibilidade do fitoplasma pertencer ao subgrupo 16SrlII-B (Figura 11). No entanto, como as
enzimas empregadas ndo permitiram a diferenciag¢do dos fitoplasmas entre os subgrupos 16SrlII-
F e 16SrIlI-J, a endonuclease Bsh 123611 foi utilizada, sendo que, o perfil gerado por este enzima
(Figura 11) demonstrou que o fitoplasma encontrado nas plantas de celosia pertencia ao subgrupo

16SrIII-J.
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O sintoma de malformagao foliar foi consistentemente observado em plantas de crista-de-
galo e pluma-de-flamingo infectadas por fitoplasmas do grupo 16Srlll, subgrupo J, e ¢ uma
caracteristica tipica da doenga. Dessa forma, estd sendo proposto, que o nome da doenca seja

malformagdo das folhas de celosia, correspondendo em inglés a “Celosia leaves malformation”
(CelLM).
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Figura 9 - Analise de RFLP do gene 16SrDNA de fitoplasmas do grupo 16SrlIl detectados em plantas de celosia,
utilizando-se as enzimas Hinflll, Hpall e Taql. Colunas 3 e 4 = fitoplasmas detectados em crista-de-galo;
Colunas 5 e 6 = fitoplasmas detectados em pluma de flamingo; Coluna Chu = padrdo positivo
representado pelo fitoplasma do grupo 16SrlII-J; M= Marcador molecular PhiX174RFFHaelll
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Figura 10 - Analise de RFLP do gene 16SrDNA de fitoplasmas do grupo 16SrlIl detectados em plantas de celosia,
utilizando-se as enzimas Rsal, Kpnl, Haelll ¢ Msel. Colunas 3 e 4 = fitoplasmas detectados em crista-
de-galo; Colunas 5 ¢ 6 = fitoplasmas detectados em pluma-de-flamingo; Coluna Chu = padrdo positivo
representado pelo fitoplasma do grupo 16SrlII-J; M= Marcador molecular PhiX174RFHaelll
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Figura 11 - Analise de RFLP do gene 16SrDNA de fitoplasmas do grupo 16SrlIl detectados em plantas de celosia,
utilizando-se as enzimas Hhal e Bsh 123611. Colunas 3 e 4 = fitoplasmas detectados em crista-de-galo;
Colunas 5 e 6 = fitoplasmas detectados em pluma-de-flamingo; Coluna Chu = padrio positivo
representado pelo fitoplasma do grupo 16SrlII-J; M= Marcador molecular PhiX174RFHaelll

Tabela 4 - Comparagdo entre os padroes de restrigdo obtidos por RFLP, do fitoplasma detectado em plantas do
género celosia (CG3, CG4, CG6 e CG7) com outros fitoplasmas afiliados ao grupo 16SrIll

“Strain” do Grupo 16Sr11T Tipos de padrdes de restri¢do para diferentes enzimas
fitoplasma (subgrupo) Hhal  Bsh Hinfl  Hpall Taql  Haelll ~Msel Rsal Kpnl
12361

CG3 111 2 1 1 2 1 1 1 1 1
CG4 111 2 1 1 2 1 1 1 1 1
CG6 111 2 1 1 2 1 1 1 1 1
CG7 111 2 1 1 2 1 1 1 1 1
cx? I (A) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CYE 111 (B) 1 1 1 2 1 1 1 1 1
PB* 111 (C) 2 2 | 2 1 1 2 1 1
GR1? 11 (D) 2 3 1 2 1 1 3 1 1
SP1* III (E) 3 1 1 1 1 1 1 1 1
MW 1 111 (F) 2 2 1 2 1 1 1 1 1
WWwWB?* III (G) 1 1 1 1 1 1 1 2 1
PoiBI® 111 (H) 1 4 1 1 1 1 1 1 1
VGY® 111 (1) 1 | | | | | 2 1 1
ChwB* 111 (J) 2 1 1 2 1 1 1 1 1
DanVir® 111 (P) 2 - 2 2 1 1 1 1 1
CirWL® 111 (R) 4 ~ 1 2 - - 1 | 2

Os niimeros representam os diferentes tipos de padrdes de restrigdo obtidos para as diversas endonucleases.
Abreviagoes: CX = Canadian X-disease; CYE = Clover yellow edge; PB = Pecan bunch; GR1 = Golden rod yellows;
SP1 = Spirea stunt; MW1 = Milkweed yellows; WWB = Walnut witches’ broom; PoiBI = Poinsettia branch-
inducing; VGY = Virginia Grapevine yellows; ChWB = Chayote witches’ broom; DanVir = Dandelion virescence;
CirWL = Cirsium white leaf. As letras sobrescritas indicam a referéncia: a = Lee et al. (1998); b = Davis (ndo
publicado, citado por BARROS et al., 2002); ¢ = Davis et al. (1998); d = Montano et al. (2000); e = Jomantiene et al.
(2002)
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O fitoplasma do subgrupo 16Srlll-J foi primeiramente identificado no Brasil, em
chuchuzeiro e Melao-de-Sao Caetano, no Estado do Rio de Janeiro (MONTANO et al., 2000). Os
autores relataram que este fitoplasma poderia ser uma nova linhagem ou até uma espécie distinta
dos demais fitoplasmas conhecidos, pois, aparentemente, ndo ocorriam em outros locais, além
América do Sul. Oito anos apds a descoberta destes fitoplasmas, tem se confirmado a sua
ocorréncia limitada a América do Sul, pois, até o presente momento, os fitoplasmas pertencentes
ao subgrupo 16SrIII-J s6 foram identificados nesta regido geografica. No Brasil, além de estarem
associados ao superbrotamento do chuchuzeiro e do meldao de Sdo Caetano fitoplasmas deste
subgrupo foram identificados em plantas de abdbora (Cucurbita moschata L.) com sintomas de
superbrotamento (MONTANO et al.,, 2006), em plantas de repolho apresentando a doenca
conhecida como enfezamento (AMARAL MELLO, 2007). Além do Brasil, fitoplasmas deste
subgrupo foram relatados na Bolivia, associados ao declinio do cinamomo (Melia azedarach L.)
(HARRISON; BOA; CARPIO, 2003), na Argentina, associados com plantas de alho afetadas
pela doenga conhecida por tristeza do alho (Allium sativum L) (GALDEANO et al., 2004), ¢ na
Colombia, em plantas de café (Coffea arabica L.) com sintomas da doenga “Coffe crispiness
disease” - CCD) (GALVIS; LEGIZAMON; GAITAN, 2007).

Um fato interessante ¢ que os diversos fitoplasmas deste subgrupo, que sdo
comprovadamente proximos geneticamente, tem sido relatados em diferentes espécies de plantas
e locais relativamente distantes, o que sugere sua ampla distribui¢do no continente assim como
baixa especificidade quanto a planta hospedeira. Também interessante ¢ a hipdtese feita por
Galvis, Legizamom e Gaitan (2007), segundo a qual a relagdo existente entre os fitoplasmas deste
subgrupo sugere a presenca de um ancestral comum na América do Sul e que as culturas que
foram introduzidas recentemente no continente, como o café, se tornaram hospedeiras
alternativas para esta linhagem de fitoplasmas. Esta hipotese pode ser aplicada também para as
plantas de celosia, uma vez que as plantas deste género sdo possivelmente originarias da Africa e

Asia (NRC, 2006).

2.3.3 Sequenciamento e analise putativa de sitios de restricio

Uma seqiiéncia consenso foi determinada a partir do alinhamento das seqiiéncias obtidas
para trés clones do fitoplasma presente na planta de crista-de-galo (CG4). Esta seqiiéncia

permitiu confirmar a identidade do fitoplasma como sendo um representante do grupo 16SrIlI,
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como ja havia sido feito através de PCR e RFLP. A seqiiéncia, representada por um fragmento
de 1253 nucleotideos (Apéndice A), foi submetida a andlise putativa de sitios de restricdo e
analise filogenética. A andlise putativa dos sitios de restri¢do, foi feita tanto para o fitoplasma
associado a malformacdo das folhas de celosia como para o fitoplasma associado ao
superbrotamento do chuchuzeiro, usando-se as mesmas enzimas utilizadas para a analise de
RFLP. A comparagdo entre estes fitoplasmas demonstrou que eles tinham exatamente os mesmos
sitios de restricdo para as enzimas selecionadas (Figura 12). Os perfis virtuais gerados foram
idénticos para ambos os fitoplasmas e se mostraram concordantes com aqueles obtidos por RFLP,
a partir do DNA amplificado por PCR (Figura 13). Estes resultados comprovaram a
confiabilidade da andlise enzimatica de RFLP e revelam que o fitoplasma presente na amostra de
celosia ¢ idénticos aquele associado ao superbrotamento do chuchuzeiro. Dessa forma, foi
reforcada a identificacdo dos fitoplasmas associados a malformagdo das folhas de celosia como

pertencente ao subgrupo 16SrIII-J.
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Figura 12 - Analise putativa de sitios de restri¢do do 16S rDNA do fitoplasma associado a malformagdo das folhas de

celosia com as mesmas enzimas utilizadas para a analise de RFLP. A: sequéncia do fitoplasma associado

a malformagdo das folhas de celosia (planta CG4); B: sequéncia do fitoplasma associado ao
superbrotamento do chuchuzeiro, representante do grupo 16SrlII-J (n® acesso: AF147706).

(continua)
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Figura 12 - Analise putativa de sitios de restri¢do do 16S rDNA do fitoplasma associado a malformagdo das folhas de
celosia com as mesmas enzimas utilizadas para a analise de RFLP. A: sequéncia do fitoplasma associado

a malformagdo das folhas de celosia (planta CG4); B:
superbrotamento do chuchuzeiro, representante do grupo 16SrllI-J (n° acesso: AF147706)
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Figura 13 - Perfil gerado pela analise putativa de sitios de restricdo com as mesmas enzimas utilizadas para a analise
enzimatica de RFLP. A = fitoplasmas associados a malformagdo das folhas de celosia; B = fitoplasma
associado ao superbrotamento do chuchu, representante do subgrupo 16S rllI-J

2.3.4 Analise filogenética

A arvore filogenética construida a partir da seqiiéncia de nucleotideos de 27 fitoplasmas,

onde 16 seqiiéncias representaram diferentes grupos de fitoplasmas e as demais corresponderam a

varios representantes de subgrupos do grupo 16Srlll, demonstrou a relagdo existente entre estes
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organismos (Figura 14). Os valores de 1000 vezes do teste de “Bootstrapping”, forneceram
suporte aos agrupamentos formados. O fitoplasma associado a malformacao das folhas da celosia
ficou no mesmo braco do fitoplasma associado ao superbrotamento do chuchuzeiro, representante

do subgrupo 16SrIII-J e se mostrou distinto dos demais grupos de fitoplasmas.

CelLM Br1 <
16Srlll-J ChwB
16Srlll-R CirwL
16Srlll-F MW1
16Srll-Q BRWBB7
16Srlll-B CYE
16Srlll-A CX
16Srlll-H PoiBI
16Srlll-E SP1
16Srlll-G MWB
16Srlll- VGY
L— 16Srlll-P DanVir
16SrIX-A PPWB
99 16SrX-A RYD
16SrXIV-A BGWL
100 gg|———— 16SrlV-A LYJ-C8
16SrVII-A LTWB

100

56

= 16SrV-A EY1
| 60 16SrVII-B EriWwB
—— 16Srll-A PnWB
10— 16SrXV-A HibWB26
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16SrXlIl-A MPV
16Srl-B MBS

100

s 16SrX1-D JHP
B4 165XVl

Acholeplasma laidlawii

P
0oz

Figura 14 - Arvore filogenética construida com representantes de 16 diferentes grupos de fitoplasmas, 11 subgrupos
representantes do grupo 16Srlll, o procarioto Acholeplasma laidlawii, e do fitoplasma associado a

malformag@o das folhas da celosia (CelLM Brl). Os nimeros nos ramos indicam os valores de confianca
baseados no “Bootstraping”
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2.3.5 Teste de transmissio por cuscuta em casa de vegetacio

O fitoplasma presente na planta fonte de crista-de-galo foi detectado nos tecidos da
cuscuta 45 dias apds o estabelecimento do contato entre elas. Com relagdo as plantas de vinca, o
fitoplasma foi detectado em uma das duas plantas, trés meses apds o contato entre as plantas de
crista-de-galo e vinca, feito através da cuscuta.

A fim de confirmar a identidade do fitoplasma, os produtos de PCR, obtido com o DNA
extraido da planta de crista-de-galo, cuscuta e vinca foram submetidos a analise de RFLP com as
enzimas Kpnl, Rsal, Mbol, Hpall, Msel, Alul e Hhal . Esta analise mostrou que os padroes de
restricdo apresentados pelo fitoplasma presente nas trés plantas foram indistinguiveis entre si e do
fitoplasma do superbrotamento do chuchu, confirmando sua identificagdo como um representante

do grupo 16SrllI-subgrupolJ (Figura 15).

CG C VChuCG C VChuCG C V ChuCG C V Chu M

Alul

Figura 15 - Analise de RFLP do 16S rDNA de fitoplasmas do grupo 16SrIII detectados em plantas de crista-de-galo,
cuscuta e vinca. M= Marcador PhiX174RFHaelll; CG: Amostra CG 3 de crista-de-galo (Celosia
argentea); C= Chu: padrio positivo representado pelo fitoplasma do grupo 16SrIll (Chuchu)
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Os resultados dos testes de transmissdo de fitoplasma para plantas da mesma espécie
foram negativos. Embora a planta de crista-de-galo tenha apresentado sintomas de enfezamento,
e leve deformacao e redugao foliar, quando comparada com uma planta ndo submetida ao teste de
transmissdo (Figura 16), ndo foi possivel detectar a presenca de fitoplasmas no tecido desta
planta, mesmo realizando nove extragdes de DNA ao longo do tempo. No entanto, existe a
possibilidade da interferéncia de inibidores ou da baixa concentracdo do fitoplasma nos tecidos

desta planta.

Figura 16 - Sintomas de enfezamento da planta de crista-de-galo submetida ao teste de transmissdo por cuscuta
(planta a direita)
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3 CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho, visando a deteccdo, identificacdo molecular e
comprovagdo de patogenicidade de fitoplasmas associados a duas espécies de plantas do género
da celosia, permitiram concluir que um fitoplasma do grupo 16Srlll, subgrupo J, estdo
consistentemente associados a doen¢a denominada malformacao das folhas de celosia, havendo

evidéncias de que seja o possivel agente causal da doenga.
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APENDICE A - Seqiiéncia parcial do gene 16S rDNA do fitoplasma associado & malformagao das folhas de celosia,

presente na planta CG4

AACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAAAGTAAGGGCATCTTTACTTTTTTAAAAGACCTTCTTTGA
AGGTATGCTTAAGGAGGGGCTTGCGACACATTAGTTAGTTGGCAGGGTAAAGGCCTACCAAGAC
TATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGGGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGT
GAACGATGAAGTACCTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTAAGGAAGAAAAAAGAGTGGAAAAACT
CCCTTGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAA
GGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATAG
TTTAATTTCAGCGCTTAACGCTGTTGTGCTATAGAAACTGTTTTACTAGAGTGAGTTAGAGGCAA
GCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCATAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTANGCGG
CTTGCTGGGACTTTACTGACGCTGGAGCACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCTT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCAGGTAAAACCGGTACTGAAGTTAACACA
TTAAGTACTCCGCTTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCG
CACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATT
TTCTTGCGAAGTTATAGAAATATAATGAAGGTTATCAGGAAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTTCTAAAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAATTGCCAG
CGTGTAATGATGGGGACTTTAACGAGACTGCCAATGAAAAATTGGAGGAAGGTGGGGATTACGC
CAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGTTGATACAAAGAGTAG
CTGAAACGCGAGTTCTTAGCCAATCTCACAAAATCAATCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTC
GACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACGG
GGTTTGTACACACCGCCCGTCAAATCACTA
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