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RESUMO

Enfezamento da couve-flor: identificacido molecular de fitoplasmas,
evidéncia de potencial vetor e analise epidemiolégica da doenca

A couve-flor esta entre as folhosas mais produzidas na regido do Cinturdo Verde de Sdo
Paulo. A planta apresenta alto valor nutricional para os consumidores e relevante importancia
econdmica e social para os agricultores. Em campos comerciais, t€ém sido observadas plantas
exibindo sintomas de enfezamento ¢ deformacdo da inflorescéncia, além da necrose dos vasos
condutores. A doenga foi denominada de enfezamento e a sua incidéncia e severidade tém se
tornado mais intensas nos ultimos anos, afetando a producao e levando ao abandono do cultivo. O
quadro sintomatologico levantou a suspeita de que a doenca pudesse estar sendo causada por
fitoplasmas. Desta forma, este trabalho teve como objetivos detectar e identificar os fitoplasmas
associados as plantas doentes de couve-flor, demonstrar a sua patogenicidade, buscar possiveis
insetos vetores do agente patogénico e analisar a distribuicdo espacial da doenga no campo.
Amostras de plantas coletadas na regido do Cinturdo Verde ou enviadas de outras localidades
tiveram o DNA total extraido e submetido a reacoes de PCR. A amplificagdo de fragmentos
gendmicos de 1,2 kb evidenciaram a presenga de fitoplasmas nos tecidos de 66% das plantas
sintomaticas. A deteccdo de fitoplasmas em plantas assintomaticas revelou a ocorréncia de
infeccdo latente e que plantas sem sintomas aparentes podem ser portadoras do patdégeno. O
emprego de PCR com primers especificos, anélises convencionais e virtuais de RFLP e analise
filogenética permitiram a identificagdo de fitoplasmas afiliados aos grupos 16SrlIlI-J, 16SrXIII e
16SrXV-A, com predominancia para a ocorréncia do grupo 16SrlIl. Sec¢des histoldgicas feitas a
mao da regido vascular de plantas de couve-flor doentes observadas em microscopio de luz
revelaram que a regido do floema apresentava-se escurecido € com inicio de degeneragao celular.
Fitoplasmas do grupo 16SrXIII foram encontrados em cigarrinhas da espécie Balclutha hebe
coletadas em campo cultivado com couve-flor. Estes insetos foram utilizados em experimentos de
transmissdo e foram capazes de inocular fitoplasmas em plantas sadias de couve-flor e vinca. A
transmissao também ocorreu a partir de plantas doentes de couve-flor para plantas sadias de
vinca, através do emprego da planta parasita cuscuta. Andlise epidemioldgica da doenga foi feita
em dez campos de cultivo de couve-flor, localizados no municipio de Sorocaba-SP. Analises do
indice de dispersao, lei de Taylor modificada e areas isopatas evidenciaram que plantas de couve-
flor com sintomas de enfezamento encontraram-se agregadas no campo, € que os focos da doenca
tinham inicio nos bordos da cultura. O presente trabalho demonstrou que o enfezamento da
couve-flor estd associado aos fitoplasmas, os quais podem estar sendo transmitidos por
cigarrinhas, sendo que, em termos epidemiologicos, a doenca tem padrio agregado de
distribui¢ao no campo.

Palavras-chave: PCR; RFLP; Analise filogenética; Transmissao; Cigarrinhas; Cuscuta;
Epidemiologia
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ABSTRACT

Cauliflower stunt: molecular identification of phytoplasmas,
evidence of potential vector and epidemiological analysis of the disease

Cauliflower is among the most produced vegetable in the region of the Green Belt of Sao
Paulo State. It has high nutritional value and relevant social and economic importance for
farmers. In commercial fields, it has been observed plants exhibiting symptoms of stunting,
deformation of the inflorescence and conductive vessel necrosis. The disease was named
cauliflower stunt and its incidence and severity have become more intense in the past years, the
production is being affected and the field is abandoned by the growers. The symptomatology
raised the suspect that the disease could be caused by phytoplasmas. Thus, this study aimed to
detect and identify phytoplasmas associated to diseased -cauliflowers, demonstrate its
pathogenicity, look for possible insect vectors of the pathogen and analyse the spatial
distributions of disease in the field. Plant samples collected in the region of the green belt or sent
from other locations had the total DNA extracted and subjected to PCR reactions. Amplification
of genomic fragments of 1.2 kb revealed the presence of phytoplasmas in 66% of the
symptomatic plants. The detection of phytoplasmas in asymptomatic plants revealed the
occurrence of latent infection and that plants without visible symptoms may be infected. The use
of specific primers, conventional and virtual RFLP analysis and phylogenetic analysis allowed
the identification of phytoplasmas affiliated to 16SrIII-J, 16SrXIII and 16SrXV-A groups, and
predominantly the occurrence of 16Srlll group. Histological sections made by hand of the
vascular region of symptomatic cauliflower were observed under light microscope and revealed
that the phloem was darkened and with beginning of cellular degeneration. The 16SrXIII
phytoplasma was found in Balclutha hebe from cauliflower field. These insects were used in
experiments and were able to transmit phytoplasmas to healthy cauliflower and periwinkle. The
transmission also occurred from diseased cauliflower to healthy periwinkle through the parasitic
plant dodder. Epidemiological analysis of the disease was made in ten plots of cauliflower,
located in Sorocaba, SP. Dispersion index, modified Taylor’s law and isopath areas analysis
showed that cauliflower plants with symptoms of stunting were aggregated in field and initial
foci were at the edge of the plot. This study demonstrated that cauliflower stunt is associated with
phytoplasmas, that may be being transmitted by insects (Homoptera) and, in epidemiological
terms, the diseased plants show aggregated pattern of distribution in the field.

Keywords: PCR;RFLP; Phylogenitc analysis; Transmission; Leafthoppers; Dodder;
Epidemiology
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doente de couve-flor. 3 - Presenca de clorose foliar e superbrotamento em planta de
vinca induzidos por
L8] o] B2 1311 B TSR 76

Figura 23- Amplificacdo do 16S rDNA de fitoplasmas através de duplo PCR com os iniciadores
P1/Tint e R16 F2n/R2, confirmando a transmissdo de fitoplasmas a partir de plantas
de couve-flor infectadas para plantas sadias de vinca. Colunas: (M) marcador 1 kb
Ladder; plantas de vinca (V1 e V2) associadas a planta de couve-flor Cf1 através da
cuscuta; planta de vinca (V3) associada a planta de couve-flor Cf2 através da cuscuta;
(V) planta de vinca sadia; (P+) planta de vinca infectada previamente por
FTIEOPLASIIIAS. ...ttt ettt ettt e et eeeeabe e bt e enbeeneas 77

Figura 24- Amplificacdo do 16Sr DNA de fitoplasmas presentes em plantas de vinca, através de
duplo PCR com os iniciadores P1/Tint na primeira reagdo e RI16()F1/R1 e
R16(IIT)F2/R1 na segunda reacdo, para identificagdo de fitoplasmas dos grupos 16Srl
e 16Srlll, respectivamente, em plantas de vinca positivas para a transmissdo de
fitoplasmas feita por meio da cuscuta. Colunas: (M) marcador molecular 1 kb Ladder;
(V1, V2, V3) vinca; (P+) padrdes positivos representados por vincas infectadas por
fitoplasmas dos grupos 16SrI (1,1 kb) e 16SrIII (0,8
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Figura 25- Padrdo espacial de couve-flor com sintomas de enfezamento em dez areas de plantio.
Quadrados pretos indicam plantas sintomdticas e quadrados brancos, plantas
ASSINTOINATICAS. ...ttt ettt ettt ettt e e b et e e st e sae e bt eatesae et e entesaeenbeentesseenseeneens 79

Figura 26- Relacdo entre os logaritmos da varidncia da incidéncia observada e da varidncia
binomial teoérica para a dinamica espacial do enfezamento da couve-flor (‘quadrat’
4x4). Dados de dez campos analisados em conjunto. A linha cheia representa a
relacdo log (Vobs) = log (A) + b log (Vuin). Log (A) € diferente de zero (p<0,05) e b é
diferente de 1. A linha pontilhada representa a situagdo hipotética de
A1EAtOTICAAAR. .. .c..eeuiiiiiiiict e e 84

Figura 27- Areas isopatas dos dez campos de campos de couve-flor com sintomas de
enfezamento. As cores indicam variacdo nos valores de incidéncia, ou seja, verde
para menor incidéncia e vermelho para maior incidéncia, além das cores
INEEIMEAIATIAS ...ttt ettt sttt sae s 88
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1 INTRODUCAO

As hortaligas apresentam importancia quanto ao valor nutricional, econdmico e social. O
consumo de hortalicas significa hébito sadio de alimentacdo. O setor coopera para a geracao de
empregos, fixacdo do homem no campo, a possibilidade de permanéncia do produtor na
atividade, assim como estabilidade econdmica e social das regides produtoras. E, portanto,
fundamental para o fortalecimento da agricultura familiar e o desenvolvimento regional. A
couve-flor esta entre as folhosas mais produzidas e comercializadas na regido do Cinturdo Verde
de Sdo Paulo.

Plantas de couve-flor cultivadas na regido do Cinturao Verde da Cidade de Sao Paulo tém
exibido sintomas de enfezamento ¢ deformacdao da inflorescéncia, além da necrose dos vasos
condutores. O problema ocorre desde o ano 2000 e nos Ultimos anos a frequéncia e a severidade
da doenga aumentou. Incidéncias de até 90% ja foram observadas em plantios comerciais. As
plantas doentes tém sido descartadas por nao apresentarem padrao para comercializagdo. Alguns
produtores, desanimados, chegam a abandonar o cultivo.

Tentativas de isolamento a partir de plantas sintomaticas foram exaustivamente realizadas
nos primeiros anos de aparecimento da doenca na regido, porém sem sucesso para patdgenos de
natureza fingica e bacteriana. Também ndo se constatou a presenca de particulas de virus nos
tecidos de plantas doentes. Assim, com base na sintomatologia e na auséncia de patdogenos
fingicos, bacterianos e virais, levantou-se a hipotese da doenca estar associada aos fitoplasmas.

Trabalhos anteriores ja haviam demonstrado a associagdo de fitoplasmas com doengas de
brassicas. A primeira associacao entre fitoplasmas e o enfezamento em couve-flor foi relatada na
Italia por Bertaccini; Pisi; Marani (1983). Problema semelhante ao observado em couve-flor ja
foi objeto de estudo em repolho, também cultivado no Cinturdo Verde de Sao Paulo (AMARAL
MELLO, 2007). Fitoplasmas dos grupos 16SrI e 16SrlIII foram associados ao enfezamento nesta
cultura, enquanto estudos epidemioldgicos mostraram que a doenca tem padrao agregado de
distribuicdo espacial e, ainda, que cigarrinhas da subfamilia Deltocephalinae eram portadoras dos
mesmos fitoplasmas encontrados no repolho.

Rotineiramente, fitoplasmas sdo detectados em plantas pela amplificagdo da sequéncia de
nucleotideos da regido do 16S rDNA, através da aplicagdo de PCR. A classificacdo destes

patégenos em grupos especificos tem sido feita com base na técnica de RFLP (Restriction
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Fragment Length Polymorphisms), empregando-se diversas enzimas de restrigdo pré-
estabelecidas. De maneira geral, escassos sao os conhecimentos sobre insetos vetores de
fitoplasma no Brasil e sobre os aspectos relacionados a epidemiologia das doengas causadas por
este tipo de agente patogénico. Especificamente para couve-flor, ndo foram encontradas
informagdes anteriores sobre a doenga aqui denominada de enfezamento.

Desta forma, este trabalho buscou ampliar os conhecimentos sobre a doenga, os quais
talvez possam servir de base para o desenvolvimento de estratégias de manejo. Para isto, teve
como objetivos: detectar e identificar os fitoplasmas associados as plantas doentes de couve-flor;
demonstrar transmissao do fitopatdogeno para plantas sadias através de insetos e da planta parasita
cuscuta; determinar possiveis insetos vetores dos fitoplasmas envolvidos com a doenga; e analisar

a distribuicao espacial da doenga no campo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 A cultura da couve-flor

A couve-flor pertence a divisdo Dicotyledonae, familia Brassicaceae, espécie Brassica
oleracea var. botrytis. Originaria da Asia Menor foi levada a Europa no séc. XVI e introduzida
no Brasil no século XIX (MAY et al., 2007). A planta possui ¢ fonte de sais minerais, entre eles o
potassio, ¢ de vitaminas A e do complexo B, além de possuir poucas calorias e muita fibra. A
parte comestivel ¢ composta por inflorescéncia imatura inserida sobre um caule curto (MAY et
al., 2007).

No Brasil, a couve-flor é mais cultivada nos Estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, Parana e Santa Catarina (MAY et al., 2007). Entre as brassicas, a
couve-flor ¢ uma das mais comercializadas em Sao Paulo e, neste Estado, as principais producoes
situam-se nas regides de Sorocaba e Mogi das Cruzes (REVISTA RURAL, 2004). Em 2007,
10.899 toneladas de couve-flor foram comercializadas no CEAGESP-SP, ao pre¢o de 1,47 reais o
quilo (FNP, 2009).

Exigente em baixas temperaturas para formar “cabecas”, o cultivo da couve-flor torna-se
restrito a regides de temperaturas mais amenas. No entanto, cultivares adaptadas a regides mais
quentes permite a producdo desta hortalica durante o ano todo (BLANCO et al., 1997).

A regido do Cinturao Verde da Cidade de Sao Paulo localiza-se a oeste da capital paulista
e ¢ composta por 12 municipios, dentre eles Ibitna e Sorocaba. O clima ameno, devido a altitude
elevada, favorece o desenvolvimento de verduras na regido e garante maior qualidade dos
produtos. A couve-flor ¢ atualmente uma hortalica de grande importancia para os agricultores
familiares que, normalmente, cultivam pequenas areas ao longo do ano, por ser uma cultura

lucrativa e bastante exigente em mao de obra (MAY et al., 2007).
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2.1.2 Fitoplasmas

Fitoplasmas sdao bactérias fitopatogénicas que habitam o floema de plantas e a hemolinfa
de insetos da ordem Hemiptera, como as cigarrinhas. Sdo procariotos pleomorficos, devido a
auséncia de parede celular, de dimensdes menores que as bactérias comuns e suscetiveis aos
antibioticos da classe das tetraciclinas (DAVIS, 1995; BERTACCINI, 2007). Nos seus
hospedeiros podem causar sintomas como virescéncia, filodia, esterilidade de flores, proliferagao
de ramos axilares, nanismos, entre outros (IRPCM, 2004). A disseminagdo na natureza ¢ feita
principalmente por cigarrinhas e psilideos, porém poucas espécies destes insetos foram
identificadas como vetores (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006).

Ainda ndo se dispdem de meio de cultura apropriado para cultivo destes procariotos, por
esta razdo nao podem ser identificados através de caracteristicas tradicionalmente utilizadas para
identificacdo e classificacdo de bactérias; sendo assim, ndo preenchem as exigéncias dos
postulados de Koch (BOVE; GARNIER, 1998).

Antes da descoberta dos fitoplasmas (DOI et al., 1967), as doengas hoje associadas a este
tipo de patdgeno eram atribuidas aos virus e chamadas genericamente de “amarelos”. No entanto,
a microscopia eletronica de transmissdo revelou a existéncia destes micro-organismos € por
algum tempo foi a principal técnica utilizada para o seu estudo. Por meio desta técnica, foi
demonstrado que os fitoplasmas apresentam uma organizagdo celular muito simples, sendo
envoltos por uma Unica membrana com trés camadas, possuindo o material genético (DNA)
concentrado na regido central do citoplasma e apresentando uma extensa regido citoplasmatica de
aspecto granular representativa dos ribossomos (STRETEN; GIBB, 2006).

A partir da década de oitenta, as técnicas moleculares passaram a ser adotadas nos
trabalhos conduzidos com estes procariotos fitopatogénicos (DAVIS, 1995). Atualmente, a
deteccdo e a identifica¢do dos fitoplasmas encontrados nos diferentes hospedeiros sdo feitas pelo
emprego de técnicas moleculares, destacando-se PCR (Polymerase Chain Reaction) e RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polimorfism). O sequenciamento dos nucleotideos do 16S rDNA
também tem contribuido sobremaneira para a identificagdo molecular, pois se constitui na base
para as andlises filogenéticas que revelam a similaridade genética entre fitoplasmas. Os
fitoplasmas sdo reconhecidos como um grupo monofilético distinto dentro da classe dos

Mollicutes (DAVIS, 1995) e andlises filogenéticas demonstraram que os fitoplasmas sdo
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descendentes de ancestrais bacterianos gram-positivos do género Acholeplasma (STRETEN;
GIBB, 2006; WEISBURG et al., 1989).

Em um trabalho cléssico, Lee; Hammond; Davis (1993) apresentaram o método de PCR,
com “primers” universais derivados da sequéncia 16S rDNA, como sendo altamente eficiente
para a deteccdo de uma diversidade destes procariotos presentes em uma ampla gama de
hospedeiros. A identificagdo ou caracterizacdo molecular, conduzida pela analise de RFLP das
sequéncias amplificadas pelo PCR, permitiu a determinagdo de 9 grupos de classificag¢do, sendo
possivel ainda a diferenciagdo de 14 subgrupos. Atualmente sdo reconhecidos 18 grupos e mais
de 40 subgrupos para a classificacio dos fitoplasmas (LEE; GUNDERSEN-RINDAL;
BERTACCINI, 1998; LEE et al., 2006). No entanto, Wei et al. (2007) propuseram um sistema de
classificacdo baseado na analise virtual de RFLP, utilizando um maior nimero de enzimas de
restricdo, em comparacdo com aquele usado na andlise tradicional de RFLP. Desta forma, foram
distinguidos 28 grupos de classificacdo, além de subgrupos dentro de cada grupo. Este novo
sistema langca mao dos avangos da bioinformatica, sendo favorecido pela maior facilidade em se
conduzir o sequenciamento de bases nucleotidicas e pela maior qualidade das sequéncias alvos.
Atualmente ha mais de 800 sequéncias do gene 16S rDNA de fitoplasma disponiveis no banco de
dados (GenBank) do NCBI (National Center for Biotechnology Informations). A disponibilidade
destas sequéncias torna possivel a digestao virtual (in silico), gerando padrdes virtuais de RFLP,
os quais sdo utilizados como referéncias para a identificagdo e classificagdo dos fitoplasmas
encontrados em associacdo com as doencas de plantas (WEI, et al., 2007).

Novos grupos e subgrupos surgem constantemente na mesma propor¢ao em que novos
fitoplasmas sao identificados e caracterizados molecularmente. Atualmente, existe uma
proposicdo em se elevar o termo trivial fitoplasma para a categoria de género. O IRPCM
(International Research Programme for Comparative Mycoplasmology) (2004) tem proposto a

classificagdo de fitoplasmas no género Candidatus Phytoplasma, que ja compreende 13 géneros.
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2.1.3 Enfezamento em bréssicas e identificagdao de fitoplasmas

A couve-flor ¢ uma espécie suscetivel ao ataque de diversos patégenos (MARINGONI,
2005). Dentre as doengas bacterianas, sdo relevantes a podridao negra (Xanthomonas campestris
pv. campestris), a podriddo mole (Erwinia carotovora subsp. carotovora) e a mancha foliar
translicida (Pseudomonas syringae pv. maculicola). Entre aquelas de etiologia fingica, podem
ser mencionadas a mancha de alternaria (Alternaria brassicae), hérnia das cruciferas
(Plasmodiophora brassicae), de murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans).
Ainda merece destaque o mosaico da couve-flor causado pelo virus Cauliflower mosaic virus -
CaMYV, transmitido por pulgdes.

Hé aproximadamente duas décadas e especialmente nos ultimos anos, na regido do
Cinturdo Verde de Sao Paulo, uma doenga de etiologia desconhecida tem se destacado em
decorréncia das perdas relevantes que tem causado. Em campos comerciais tém sido observados
niveis de incidéncia que chegam a 90%. A comercializa¢do de plantas afetadas pela doenga torna-
se comprometida, o que leva os produtores a abandonar a cultura ou substitui-la por outra
espécie.

As plantas de couve-flor doentes podem exibir sintomas de enfezamento, folhas
avermelhadas, deformacdo da inflorescéncia e um anel interno escurecido na haste principal,
quando esta ¢ seccionado transversalmente, resultante da necrose de vasos condutores. Este
quadro sintomatologico foi também descrito para plantas de repolho (AMARAL MELO, 2007) e
brécolis (ECKSTEIN et al., 2008) cultivadas na mesma regido daquela com couve-flor. Nos
campos, as maiores incidéncias ocorrem nas areas marginais da cultura, justamente onde a
populagdo de insetos ¢ maior, indicando que a introdugdo do patdgeno ¢ feita a partir das areas
adjacentes. A identificagdo molecular evidenciou a presenca de fitoplasmas pertencentes aos
grupos 16Stl e 16SrIll em associagdo com repolho (AMARAL MELLO, 2007) e representantes
do subgrupo 16SrI-B estavam presentes em plantas de brécolis com sintomas de enfezamento
(ECKSTEIN et al., 2008).

A primeira constatacdo de fitoplasma associado ao enfezamento em couve-flor foi feita
por Bertaccini; Pisi; Marani (1983). Plantas com severa malformacdo de inflorescéncia em
regides de cultivo na Italia foram examinadas em microscopio eletronico. Corpos pleomorficos,
tipicos de fitoplasmas, foram visualizados nos tecidos de floema das plantas sintomaticas. Outros

relatos sobre a doenga em bréassicas se seguiram a este, sendo feitos em divesas regides
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geograficas do mundo (BERTACCINI et al., 1998; LEE et al., 2003; SALEHI; IZADPANAH;
SIAMPOUR, 2007). A identificagdo de fitoplasmas associados aos enfezamentos de brassicas
como nabo, repolho, couve-flor e bréocolis, conduzida em vdrias regides do mundo, mostrou
serem eles pertencentes a distintos grupos de classificagdo. Fitoplasma do grupo 16Srl foi
identificado em plantas de brocolis na Italia (MARCONE; DiSERIO; RAGOZZINO, 1995) ¢ na
Sérvia (DUDUK et al., 2007). Em nabo foi constatada a presenca de fitoplasma do subgrupo
16SrI-B, na Republica Tcheca (BERTACCINI et al., 1998). Fitoplasmas afiliados aos grupos
16SrI-A e 16SrI-B foram encontrados em repolho nos Estados Unidos (LEE et al., 2003),
enquanto representantes do grupo 16SrVI foram caracterizados no Ird (SALEHI; IZADPANAH;
SIAMPOUR, 2007).

2.1.4 Transmissao de fitoplasmas

Além de habitar o floema de plantas, os fitoplasmas também se desenvolvem no corpo
dos insetos vetores, podendo ser encontrados no intestino, hemolinfa, glandulas salivares e outros
orgdos de insetos sugadores de seiva (IRPCM, 2004).

Os insetos capazes de transmitir fitoplasmas pertencem a ordem Auchenorryncha,
familias Ciccadelidae, Fulgoromorpha e dois géneros da familia Psyllidac (STRETEN; GIBB,
2006). Mais de 75% dos vetores de fitoplasma sdo encontrados na subfamilia Deltocephalinae
(Cicadellidae) (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006). A eficiéncia desta ordem como vetora
deve-se ao fato de que ninfas e adultos podem transmitir fitoplasmas de maneira persistente, ou
seja, apos a aquisicao, os fitoplasmas atravessam a parede do intestino do inseto e se multiplicam
na hemolinfa, atingem as glandulas salivares, sendo transmitidos durante toda a vida do vetor
(WEINTRAUB, 2007). A transmissao transovariana de fitoplamas foi evidenciada para algumas
espécies de cigarrinhas, como Hishimonoides sellatiformis, vetora do agente do nanismo da
amoreira (KAWAKITA et al., 2000) e Matsumuratettix hiroglyphicus, vetora do patogeno do
amarelecimento foliar da cana-de-acicar (HANBOONSONG et al., 2002), bem como para
algumas espécies de psilidios, como Cacopsylla melaneura e Cacopsylla pruni (TEDESCHI et
al., 2006) vetores de fitoplasmas associados ao superbrotamento da macieira. A detec¢do de
fitoplasmas em insetos coletados no campo tem sido 1til para evidenciar a ocorréncia de novos
vetores, a distribui¢do sazonal e geografica de vetores e o monitoramento da doenca no campo

(TEDESCHI et al., 2003). Para identificar novas espécies vetoras € necessario observar a
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abundancia de insetos que ocorrem na area com incidéncia da doenga, testes moleculares para
deteccdo de fitoplasmas em insetos e experimentos de transmissdo, que permitam provar a
capacidade vetora do inseto (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006).

No caso especifico do fitoplasma que ocorre em brassicas na regido do Cinturdo Verde,
observagdes feitas pelos proprios agricultores e técnicos evidenciaram uma relagdo direta entre o
aumento da populagdo de cigarrinhas da subfamilia Deltocephalinae € o incremento na incidéncia
do enfezamento do repolho (AMARAL MELLO, 2007). No entanto, insetos vetores envolvidos
na transmissao de fitoplasmas ainda ndo foram identificados no Brasil, com excessdao de Dalbulus
maidis, o vetor responsavel pela dissemina¢ao do fitoplasma associado ao enfezamento vermelho
do milho (MONTANO; BRIOSO; PIMENTEL, 2007). Até o momento, pouco se conhece sobre
os vetores para o agente do enfezamento da couve-flor na maioria dos paises onde a doenca
ocorre. Nos Estados Unidos, as espécies de cigarrinhas Macrosteles fascifrons, M.
quadrilineatus, Scaphytopius irroratus e Ceratagallia abrupta foram identificadas como
candidatas a vetores de fitoplasmas encontrados em repolho (LEE et al., 2003); no entanto, no
Ira, foi demonstrado que a cigarrinha Circulifer haematoceps é a espécie responsavel pela
disseminagdo de fitoplasmas na cultura (SALEHI; [ZADPANAH; SIAMPOUR, 2007).

A transmissdo experimental de fitoplasmas pode ser feita por insetos vetores, quando o
patogeno possui vetor conhecido; por meio de enxertia de ramos, quando ha compatibilidade
entre as espécies hospedeiras e através da cuscuta. Neste Ultimo caso, filamentos da planta
parasita pertencente ao género Cuscuta sdo estabelecidos tanto na planta fonte como na planta
receptora de fitoplasmas. Assim, por formar haustorios que retiram nutrientes dos vasos de
floema, os filamentos da cuscuta permitem a passagem de fitoplasmas de uma planta para outra.
As colecdes de fitoplasmas existentes sdo geralmente mantidas em plantas de vinca
(Catharanthus roseus L. Don), a qual atua, geralmente, como planta receptora, e a transmissao ¢
feita por cuscuta justamente porque, na maioria das vezes, ndo se conhece o vetor e a aplicagdo
da técnica de enxertia ndo se mostra viavel. Plantas de vinca sdo reconhecidas como plantas uteis
para o estudo de fitoplasmas e tém sido utilizadas como hospedeiras para uso experimental pois

podem abrigar diferentes tipos de fitoplasmas (BERTACCINI, 2007).
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2.1.5 Anélise epidemiologica

A distribuicao espacial ¢ uma das propriedades ecologicas mais caracteristicas das
espécies (TAYLOR, 1984), sendo que esta distribuicdo pode ser considerada também para os
patossistemas, de modo geral. Hughes; Madden; Munkvold (1996) enfatizam que a principal
razdo para o estudo de padroes espaciais de doengas no campo € que o padrio espacial da doenca
expressa o processo de dispersdao do patogeno.

Dados de incidéncia sdo frequentemente utilizados em estudos epidemiologicos pois
podem servir como base para estudos relacionados a intensidade da doenca. Incidéncia ¢ o
numero ou a proporcdo de plantas doentes e consiste na maneira mais facil de avaliar a doenga no
campo. A avaliagdo ¢ feita com base nos dados bindrios, ou seja, se a planta esta doente ou nao,
através da observacao dos sintomas. O conhecimento da distribui¢do da doenga € necessario para
avaliar os efeitos de tratamentos sobre a doenga, determinar perdas e planos de amostragem
(MADDEN; HUGUES, 1995), para correlacionar doengas e vetores, caracterizar o padrao de
dispersdo da doenga e os mecanismos de transmissao, correlacionar tratos culturais, condi¢oes
ambientais e dispersdo da doenca (BERGAMIN FILHO et al, 2002).

Diversos métodos estdo disponiveis na literatura para a analise de padrdes espaciais em
parcelas como, por exemplo, indices de dispersao, areas isdpatas e a lei de Taylor (BERGAMIN
FILHO et al., 2007). A parcela a ser analisada pode ser dividida em ‘quadrats’, que sao unidades
de amostragem da populacdo de plantas doentes nos campos e tém normalmente forma
retangular, com dimensdes a critério do pesquisador. Em cada ‘quadrat’ o nimero de plantas
doentes é determinado e uma distribui¢do de frequéncia € construida. A comparacao ¢ realizada
através do teste de Chi-quadrado (BERGAMIN FILHO et al., 2007).

A andlise espacial da distribuicdo de plantas doentes ¢ uma importante ferramenta para o
entendimento da epidemiologia de doengas de plantas e pode fornecer pistas sobre o0 modo de
dispersao do patogeno (ORENSTEIN et al., 2003). Plantas que sdo infectadas por patégenos
transmitidos por insetos frequentemente exibem padrdes tipicos de distribuigdo no campo.
Beanland; Noble; Wolf (2006) observaram que videiras infectadas por fitoplasmas encontravam-
se agregadas proximas as areas de mata localizadas nos bordos da cultura. De acordo com
Madden e colaboradores (1995), plantas infectadas pelo fitoplasma que causa a doenga conhecida
como p6 amarelo da alface, que ¢ transmitido pela cigarrinha Macrosteles quadrilineatus,

também exibiam padrdo de agregagao.
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Amaral Mello (2007) realizou o estudo da epidemiologia do enfezamento do repolho em
Ibitna, localizado no Cinturdo Verde de Sao Paulo e concluiu que a doenga exibia padrdo
agregado de distribuicdo, sendo que a andlise das areas isOpatas revelou que a doenga havia sido

introduzida na area de plantio a partir de areas externas.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta de amostras de couve-flor

Amostras de plantas sintomaticas foram coletadas em campos comerciais localizados nos
municipios de Braganca Paulista, Ibiina, Morungaba e Sorocaba, no Estado de Sao Paulo, € nos
municipios de Caxias do Sul e Nova Bassano, no Estado do Rio Grande do Sul (Tabela 1). As
plantas sintomaticas amostradas exibiam enfezamento, deformagdo da inflorescéncia, anel
escurecido na haste principal e, em alguns casos, avermelhamento de bordos foliares (Figura 1).
Amostras de plantas assintomaticas foram coletadas em Sorocaba e no mercado municipal de
Piracicaba (Tabela 1). As amostragens foram feitas a partir de inflorescéncias de plantas com

aproximadamente 60 dias de idade.



Figura 1- Aspecto geral de um campo cultivado com couve-flor em Sorocaba-SP. 2- Planta sadia, com inflorescéncia
normal. 3- Planta doente, com deformagdo da inflorescéncia. 4- Planta com sintomas de enfezamento,
inflorescéncia deformada ¢ avermelhamento parcial das folhas. 5- Parte de planta doente com proliferagéo

de brotos laterais. 6- Presenca de anel escurecido em corte transversal da haste de plantas doentes. 7-
Escurecimento da regido dos vasos condutores, em corte longitudinal da haste
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Tabela 1- Relacdo das amostras de couve-flor, locais de origem e periodo de coleta

Origem Amostras Amostras Periodo
sintomaticas assintomaticas

Braganca Paulista 4 - jun/2003; dez/2007
Ibitina 2 - out/06
Morungaba 15 - jul/2008; jul/2009
Sorocaba 14 17 ago e dez/2007; jan e jun/2008
Piracicaba - 1 fev/2008
Caxias do Sul 1 - mar/2008
Nova Bassano 3 - ago/2002

2.2.2 Extragao de DNA total

2.2.2.1 Extracdo rapida

Este tipo de extracdo seguiu a metodologia proposta por Doyle; Doyle (1987). O material
vegetal fresco (1 g) foi macerado em nitrogénio liquido em almofariz de porcelana. O extrato
obtido foi coletado em microtubo de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 800 puL de tampao de
extracdo 2X CTAB (Cationic hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide) a 60°C. O extrato foi
levado ao banho-maria a 65°C por 60 min, sendo agitado a cada 10 min, para homogeneizar a
suspensdo. Em seguida, foram adicionados 600 pL de CIA (Cloroférmio alcool isoamilico 24:1).
A mistura foi centrifugada por 15 min a 20800 g. A fase superior (aquosa) foi retirada e
transferida para outro microtubo de 1,5 pL, sendo a ela adicionados 540 pL de isopropanol
gelado. O material permaneceu por uma noite a -20°C. Apds a centrifugag¢@o por 10 min a 20800
g, descartou-se o sobrenadante e, ao precipitado, foi adicionado 1 mL de etanol 80%. A mistura
foi mantida em repouso por 10 min. Em seguida, o alcool foi descartado e a operacao repetida.
Ao precipitado foram adicionados 500 pL. de NaCl 1M e a mistura foi incubada por 30 a 60 min a
4 °C. Nova centrifugacao foi realizada a 20800 g por 10 min. O precipitado foi lavado com 1 mL
de etanol 80%, sendo esta operacao repetida. O etanol foi descartado e os tubos foram mantidos
abertos ¢ invertidos sobre papel toalha para a secagem do precipitado. Apos esta etapa, o
precipitado foi ressuspendido em 100 uL de dgua deionizada e armazenado a -20°C

A solugao tampao de extracdo 2X CTAB foi preparada com os seguintes componentes: 2g
de CTAB; 8,18 g de NaCl; 0,74 g de EDTA; 1,57 g de Tris-HCl; 1 g de PVP
(polivinilpirrolidona); 0,2 mL de mercaptoetanol (adicionado no momento do uso). Os
componentes foram dissolvidos em dgua deionizada, completando o volume para 100 mL e o pH

foi ajustado para 8,0.
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2.2.2.2 Extracao com ‘kit’ comercial

Na extragdo utilizando o ‘kit’ comercial Dneasy Plant Mini Kit® (Qiagen) foram seguidas
as recomendagdes do fabricante. O material vegetal fresco (1 g) foi macerado com 400 pL de
tampao AP1 e transferido para microtubo de 1,5 mL. Ao extrato foram adicionados 4 uL de
RNase e a mistura foi incubada a 65°C por 10 min, em aparelho de banho-maria. Um volume de
130 uL do tampao AP2 foi adicionado e a mistura foi refrigerada por 5 min. Esta mistura foi
aplicada numa coluna montada sobre um tubo coletor e centrifugada a 20800 g por 5 min. O
sobrenadante foi recolhido em um novo microtubo, ao qual foram adicionados 675 pL. do tampao
AP3. Uma aliquota de 650 pL desta mistura foi aplicada em outra coluna que foi centrifugada a
6797 g por 1 min. O sobrenadante foi descartado e o restante da amostra foi submetido ao mesmo
procedimento anteriormente descrito. A coluna foi transferida para um novo microtubo onde
foram adicionados 500 pL do tampao AW. Apds incubacdo por 5 min, a coluna foi centrifugada a
20800 g por 2 min e a operagdo foi repetida para a lavagem do DNA. A coluna foi, entdo,
transferida para microtubo para a eluicdo do DNA com 100 pL de tampao AE e centrifugada a

6797 g por 1 min, repetindo-se a operacao. O produto da extrag¢do foi armazenado a -20°C.

2.2.3 Condigoes de PCR

O DNA total extraido de cada amostra de planta foi utilizado em rea¢des de PCR, usando
o extrato original ou diluido em &gua em propor¢des varidveis. Como controle negativo foi
utilizado o DNA extraido de mudas de couve-flor sabidamente sadias, produzidas a partir de
sementes sob condi¢des controladas. Os padrdes positivos foram representados por DNA extraido
de plantas de repolho (fitoplasma do subgrupo 16Srlll-J) ou de plantas de vinca (fitoplasma do
grupo 16Srl [enfezamento vermelho do milho] ou 16Srlll), comprovadamente infectadas por
fitoplasmas. Para a deteccao de fitoplasmas foram utilizados os iniciadores universais P1/Tint
(DENG; HIRUKI, 1991; SMART et al., 1996) ¢ R16 F2n/R2 (GUNDERSEN; LEE, 1996) em
PCR duplo. Na primeira reagao foi utilizado o par P1/Tint, sendo o produto amplificado diluido
ou nao e utilizado na segunda reagdo com o par R16 F2n/R2, sendo que estes ultimos iniciadores
amplificam uma sequéncia nucleotidica de aproximadamente 1,2 kb do gene 16S rDNA dos

fitoplasmas.
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As sequéncias dos iniciadores utilizados sao abaixo descritas:
P1: 5’-AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T-3’
Tint: 5°’-TCA GGC GTG TGC TCT AAC CAG C-3°
F2n: 5°-GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG-3’
R2: 5’-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3°

Cada reagao de PCR foi processada em volume final de 25 ulL em microtubos, contendo:
1 uL do extrato de DNA; 18,14 uL de agua destilada deionizada; 2,5 pL de solugdo tampao 10X
PCR; 2 pL de uma mistura de deoxinucleotideo trifosfato (solugdo de 2,5 mM de cada
deoxinucleotideo); 0,6 puL. de cada iniciador (concentragdo de 20 pmol/uL) e 0,16 pL de
Amplitaq SU/pL. Foi utilizado também o kit de amplificagdo puReTaq Ready-To-Go PCR
Beads®™ (GE Healthcare), no qual acrescentou-se somente 23 pL de 4gua destilada deionizada, 0,5
pL de cada oligonucleotideo e 1 pL. do DNA de interesse.

Para a primeira reacdo, o termociclador foi programado para 30 ciclos, sendo as etapas: 1
min a 94°C para desnaturagao do acido nucléico, 1 min a 56°C para o anelamento e 2 min a 72°C
para a extensdo. Para a segunda reagdo utilizou-se 35 ciclos com as seguintes etapas: 1 min a
94°C para a desnaturacdo do 4cido nucléico, 2 min a 50°C para o anelamento e 3 min a 72°C para
a fase de extensdo; um tempo adicional de 1 e 7 min foram permitidos para a etapa de
desnaturag¢ao do primeiro ciclo e para a extensao do ultimo ciclo, respectivamente.

Os produtos gerados pelo PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
tratado com Sybr Safe® (Invitrogen). A corrida eletroforética foi conduzida em voltagem
constante de 65 V por 60 min em solucdo tampdao TBE 0,5X. A visualizagdo dos fragmentos

gendmicos amplificados foi feita em transiluminador de luz ultravioleta. Utilizou-se o marcador

molecular 1 kb Ladder (Life Technologies).

2.2.4 Identificagdo molecular através de PCR ¢ RFLP

A identificagdo por PCR foi feita a partir de produtos amplificados com os iniciadores
P1/Tint, os quais foram submetidos a reamplificacao usando-se os iniciadores especificos para os
fitoplasmas pertencentes aos grupos 16Srl [primers R16(I)F1 e R16(I)R1] e 16SrIIl [primers
R16(IINF2 e R16(II1)R1] (LEE et al., 1994). As condi¢gdes de PCR e de eletroforese foram

idénticas aquelas utilizadas para o par de primers R16 F2n/R2, descritas anteriormente.
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As sequéncias dos iniciadores especificos utilizados foram:
R16(I)F1: 5-TAA AAG ACC TAG CAA TAG G-3’
R16(DR1: 5’-CAA TCC GAA CTG AGA CTG T-3°
R16(IINF2: 5°-AAG AGT GGA AAA ACT CCC-3’
R16(IIDHR1: 5°-TCC GAA CTG AGA TTG A-3’

A 1identificacdo por RFLP foi conduzida a partir das sequéncias amplificadas pelo duplo
PCR, com o uso de iniciadores universais P1/Tint e R16 F2n/R2. Uma aliquota de 3 a 4 uL de
cada produto de PCR foi digerida, separadamente, pelas enzimas de restrigdo Alul, Rsal, Kpnl,
Hpall, Msel, Hhal, Mbol e Bsh12361, durante 24 h a 36°C, de acordo com as especificagdes do
fabricante. Os produtos da digestdo enzimatica foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 4,5%, os primeiros 5 min a 220 V e mais 45 min a 150 V. Os géis foram coloridos
com Sybr Safe® (Invitrogen) e as bandas de DNA visualizadas em transiluminador de luz
ultravioleta. O marcador utilizado foi ®X174RFHaelll. Os perfis coletivos gerados pelos
fitoplasmas presentes nas amostras de plantas foram comparados com os padrdes descritos na

literatura para identificacdo e classificagdo de fitoplasmas (LEE et al., 1998).

2.2.5 Sequenciamento do 16S rDNA de fitoplasmas

2.2.5.1 Purificacdo do DNA

Produtos de PCR de amostras de couve-flor (Tabela 2) obtidos foram purificados
utilizando-se ‘kit’ de purificagio Purelink™™ (Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. Em
um microtubo foram adicionados 300 pL de tampao de captura (‘binding buffer’) e 75 uL de
produto do PCR obtido na reagdo com R16 F2n/R2. Apods misturar a solugdo obtida ela foi
colocada em coluna com filtro, acoplada ao tubo coletor e centrifugada a 10621 g em temperatura
ambiente. O produto que passou no tubo coletor foi descartado e a coluna foi recolocada no tubo
coletor onde foi adicionado 650 uL de tampao de lavagem (‘Wash buffer’). Nova centrifugacio
foi conduzida a 10621 g e o conteudo do tubo coletor foi descartado e a coluna foi recolocada no
mesmo tubo e submetida a nova centrifugagdo a 20800 g por 3 min, a fim da remocgao de residuos
de tampao de lavagem. A coluna foi colocada em novo tubo e foi adicionado 50 pL de tampao de

eluicdo (‘elution buffer’). A coluna com o tampao e o DNA da amostra foi mantida em
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temperatura ambiente por 1 min. Apds esse periodo foi feita nova centrifugacao a 20800 g por 2
min. O DNA purificado foi armazenado a -20°C para posterior clonagem. A concentracdo de
DNA de cada amostra foi estimada. Uma aliquota de 1 pL do DNA purificado juntamente com 3
uL de tampdo de carregamento foi aplicado em gel de agarose 1% corado com Sybr Safe®
(Invitrogen) em tampdao TBE 0,5X e foi submetido a eletroforese. Os fragmentos de
aproximadamente 1,2 kb de fitoplasma foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta

juntamente com o marcador Lambda DNA. As amostras apresentaram concentracio estimada de

400 ng.

Tabela 2- Relagdo das amostras de couve-flor portadoras de fitoplasmas, os quais foram usados para os
procedimentos de clonagem e sequenciamento do 16S rDNA

Origem Amostra
Nova Bassano Nbl e Nb2
Piracicaba Prl
Sorocaba Sr3 e Sr4
Morungaba Mb2, Mb3, Mb5, Mb6

2.2.5.2 Clonagem do 16S rDNA de fitoplasma

O DNA purificado foi ligado no vetor PGEM™ T Easy Voctor System I (Promega). Foram
utilizados 3 pL do DNA purificado, 1 puL do vetor (25 ng.uL™), 5 uL de tampdo ligase 2X e 1 pL
de T4 DNA ligase (3U.uL™), totalizando 10 uL da mistura para a ligagdo, que foi colocada em
microtubo e mantida ‘overnight’ a 4°C. Apos este periodo, a ligagdo estava pronta para ser
transferida para células competentes.

Para a tranformacdo foram adicionados 2 a 3 uL da ligagdo em 50 puL de células
competentes Escherichia coli, estirpe DH5a (Invitrogen), e a mistura foi colocada no gelo por 30
min. Apés este periodo, as células contendo a ligagdo foram submetidas a choque térmico por
incubagao a 42°C por exatamente 50 s e, apds este periodo foram colocadas no gelo por 2 min. A
seguir, foram adicionados 450 uL de meio S.O.C. (Invitrogen) pré-amornado a 37°C as células
transformadas, que foram incubadas a 37°C por 2 h em agitador a 200 rpm. Apds o periodo de
crescimento, foram plaqueados 100 pL das células transformadas em placas de Petri contendo 20
mL de meio LB (Luria-Bertani) (1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 0,25 de NaCl; 4%
de agar), acrescidas de 20 pL de ampicilina (100 mg.mL™"), 20 uL X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosida) na concentracdo de 50 ng/mL e 20 puL de IPTG (isopropil-B-D-
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tiogalactopiranosida) na concentracdo de 50 ng.mL™. A placa foi mantida por uma noite em
estufa a 37°C para o crescimento das colonias transformadas como DNA plasmidial
recombinante, contendo o fragmento de DNA inserido no sitio de clonagem.

O vetor pGEM®™ possui, intercalado ao sitio de clonagem, um fragmento de DNA que
codifica a parte amino-terminal da [-galactosidase (lacZ). Na presenca do indutor IPTG, lacZ ¢
expresso € a presenga da enzima ativa pode ser facilmente visualizada pela coloragdo azul
produzida a partir do substrato cromogénico X-gal. As coldnias recombinantes exibiram cor
branca (que indica a producdo de P-galactosidase ndo-funcional), enquanto as colonias nao
recombinantes mostraram-se azuis (producgdo de [-galactosidase funcional) (LAMBALIS, 1995).

Foram selecionados 3 clones para cada amostra clonada. Os clones selecionados foram
transferidos para tubos tipo Falcon contendo 10 mL de meio LB liquido com o auxilio de um
palito estéril. Os tubos foram mantidos a 37°C a 200 rpm por cerca de 12 h. Para conferir se as
células continham o inserto, foi feito PCR adotando o par de primers SP6/T7, adequados para
insertos utilizando o vetor de clonagem pGEM". Se positivo, os plasmidios foram extraidos para

posterior sequenciamento.

2.2.5.3 Extragdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido utilizando o ‘kit’ comercial Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega). Para tanto, as colOnias que cresceram por 12 h foram
centrifugadas a 20800 g em temperatura ambiente por 5 min em microtubo de 1,5 mL, quantas
vezes foram necessarias para formar pellet, que foi ressuspendido com 250 pL de ‘Cell
Ressuspention Solution’. A seguir, foi adicionado 250 puL de ‘Cell Lysis Solution’ e a solugao foi
misturada invertendo o tubo. A mistura foi adicionado 10 pL de ‘Alkalin Protease Solution’,
misturando-se novamente a solu¢do, que foi incubada em temperatura ambiente por 5 min. Apos
este periodo, foi adicionado 350 pL de ‘Neutralization Solution’ e a solu¢do misturada
invertendo-se o tubo. A solugdo foi centrifugada a 20800 g por 10 min em temperatura ambiente.
A solucao resultante foi transferida para uma coluna em um tubo coletor, que foi centrifugado a
20800 g por 1 min em temperatura ambiente. O que passou pela coluna foi descartado e a coluna
foi removida para um novo tubo coletor, onde foi adicionado 750 puL de “Wash Solution’. O tubo
foi centrifugado a 20800 g por 1 min e o que passou pela coluna foi descartado. Novamente se

adicionou 250 pL de ‘Wash Solution’ e a mistura foi novamente centrifugada por 2 min. Em
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seguida, a coluna foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL, onde foi adicionado 100 pL
de ‘Nuclease-Free Water’, seguindo de nova centrifugacdo. O que passou pela coluna ¢ o
plasmideo extraido.

O produto obtido do Miniprep foi corrido em gel de agarose 1% em tampao 0,5 TBE para
quantificagdo estimada da concentragdo do DNA segundo o marcador Lambda DNA. Foram
encaminhadas para sequenciamento 20 uLL. das amostras que apresentaram concentracdo estimada
de 100 ng, juntamente com os iniciadores SP6/T7 na concentragdo de 10 pmoles/uL. O

sequenciamento foi realizado pela empresa MACROGEN, em Seul, na Koreia.

2.2.5.4 Analise filogenética e de sitios putativos de restri¢do

As sequéncias geradas a partir do sequenciamento foram analisadas utilizando-se
programas para construgdo (Phred Phrap (EMBRAPA) e Bioedit) e analise de sequéncias MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis), versao 4 (TAMURA et al., 2007). As sequéncias
foram comparadas com aquelas de outros fitoplasmas depositadas no ‘GenBank’, possibilitando
demonstrar o nivel de identidade genética existente entre o fitoplasma presente na couve-flor ou
nas cigarrinhas com outros fitoplasmas. Para as andlises filogenéticas, foram utilizadas
sequéncias de 18 diferentes grupos de fitoplasmas, 17 subgrupos representantes do grupo 16SrllI,
4 subgrupos representantes do grupo 16SrXIII, um representante do grupo 16SrXV e do
organismo Acholeplasma laidlawii (Tabela 3). As sequéncias foram alinhadas pelo CLUSTAL-W
e a arvore filogenética foi construida pelo método ‘Neighbour-joining’, sendo o ‘bootstraping’
processado por 1000 vezes. Os mapas de sitios de restrigdo e géis de RFLP virtuais foram

gerados através do programa pDRAW32.
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Tabela 3- Sequéncias nucleotidicas do gene 16S rDNA representantes de fitoplasmas estudados no presente trabalho
e dos 18 grupos e de subgrupos dos grupos 16Srlll e 16SrXIIl, depositadas no GenBank (NCBI) e

utilizadas para a construgdo da arvore filogenética

Fitoplasma Doenga Acesso Referéncia
Mb2 Enfezamento da couve-flor — Morungaba - Presente trabalho
Nb2 Enfezamento da couve-flor — Nova Bassano - Presente trabalho
Sr5 Enfezamento da couve-flor — Sorocaba - Presente trabalho
B. hebe Balclutha Hebe (Homoptera: Cicadellidae) - Presente trabalho
16Sr1-B Maize bushy stunt (MBS) AY265208 LEE et al., 2004
16SrIl-A Peanut witches’-broom (PnWB) L33765 GUNDERSEN et al., 1994
16SrIII-A Canadian peach X-disease (CX) L33733 GUNDERSEN et al., 1994
16SrlII-B Clover yellow edge (CYE) AF175304 DAVIS; DALLY, 2001
16SrIII-C Pecan bunch (PB1) FJ376626 GenBank
16SrIlI-D Goldenrod yellows (GR1) FI376627 GenBank
16SrIII-E Spiraea stunt (SP1) AF190228 GenBank
16SrIII-F Milkweed yellows (MW1) AF510724 GenBank
16SrIII-G Walnut witches’-broom (WWB) AF190226 GenBank
16SrIlI-H Poinsettia branch-inducing (PoiBI) AF190223 GenBank
16Sr1II-1 Virginia grapevine yellows (VGY) AF060875 DAVIS et al., 1998
16SrlII-J Chayote witches’-broom (ChWB) AF147706 MONTANO et al., 2000
16SrlII-K Strawberry leafy fruit (SLF) AF274876 GenBank
16SrIII-L Poisettia exuberant flower-inducing (EF-MM) EU169138 GenBank
16SrllI-M Montana poptato purple top (PPT-MT117-1) FJ226074 GenBank
16SrIII-N Alaska potato purple top (PPT-AK6) FJ376629 GenBank
16SrIII-P Dandelion virescence (DanVir) AF370119 JOMANTIENE et al., 2002
16SrIII-R Cirsium white leaf (CirWL) AF373105 JOMANTIENE et al., 2002
16SrlII-S Western peach X-disease (WX) L04682 GenBank
16SrIV-A Coconut lethal yellowing (LYJ-C8) AF498307 HARRISON et al., 2002
16SrV-A Elm yellows (EY1) AY197655 LEE et al., 2004
16SrVI-A Clover proliferation (CP) AY390261 HIRUKI; WANG, 2004
16SrVII-B Erigeron witches’-broom (EriWB) AY034608 BARROS et al., 2002
16SrVIII-A Loofah witches’-broom (LFWB) AF353090 GenBank
16SrIX-A Pigeon pea witches’-broom (PPWB) AF248957 DAVIS; DALLY, 2001
16SrX-A Apple proliferation (AP) AJ542541 SEEMULLER; SCHNEIDER, 2004
16SrXI-A Rice yellow dwarf (RYD) D12581 NAMBA et al., 1993
16SrXI1I-B Australian grapevine yellows (AUSGY) L76865 DAVIS et al., 1997
16SrXIIT Papaya apical curl necrosis (PACN) EU719111 GenBank
16SrXIII-A Mexican periwinkle virescence (MPV) AF248960 DAVIS; DALLY, 2001
16SrXI11I-B Strawberry green petal (STRAW1) U9%6614 JOMANTIENE et al., 1998
16SrXIII-C Chinaberry yellows (CbY) DQ444264 ARNEODO et al., 2007
16SXIV Bermuda grass white leaf (BGWL) AF248961 DAVIS; DALLY, 2001
16SrXV-A Hibiscus witches’-broom (HibWB) AF147708 MONTANO et al., 2001
16SrXVI Sugar cane yellow leaf syndrome (SCYLS) AY725228 AROCHA et al., 2005
16SrXVII-A Papaya phytoplasma (PAY) AY725234 AROCHA et al., 2005
16SrXVIII-A American potato purple top wilt (APPTW) DQ174122 LEE et al., 2006
Acholeplasma laidlawii M23932 WEISBURG et al., 1989
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2.2.6 Deteccao e identificagcdo de fitoplasmas em cigarrinhas

Os insetos do tipo cigarrinha foram coletados com auxilio de rede entomologica em um
campo de couve-flor com alta incidéncia de enfezamento e nas areas adjacentes, em maio de
2008, no municipio de Sorocaba-SP. Em seguida, foram trazidos para laboratério e separados em
grupos com base no seu fenotipo, por meio de procedimento visual. Com isto, foram constituidos
5 grupos de diferentes morfotipos, todos pertencentes a familia Cicadellidae, subfamilia
Deltocephalinae. Os exemplares restantes de cada grupo de morfotipo foram mantidos em
microtubos a tmperatura ambiente e protegidos da luminosidade. Uma amostragem de 15 insetos
de cada um dos morfotipos foi usada para extragdo de DNA total. A extra¢do foi conduzida
utilizando o ‘kit” de extracdo DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), segundo o protocolo descrito no
item 2.2.2.2. As reagdes de PCR para a detec¢do de fitoplasmas foram conduzidas com os
primers universais P1/Tint e R16 F2n/R2, segundo o protocolo descrito no item 2.2.3. A
identificacdo do fitoplasma foi feito por meio da técnica de RFLP virtual e analise filogenética a
partir de sequéncias obtidas pela clonagem e sequenciamento das bases nucleotidicas do 16S
rDNA, seguindo os mesmos procedimentos adotados para os fitoplasmas detectados nas plantas
de couve-flor descritos nos itens e 2.2.5. Exemplares de insetos nos quais foram detectados

fitoplasmas foram enviados para identificacao taxondmica.

2.2.7 Microscopia de luz

Secgdes transversais de tecido vegetal da regido escurecida do caule de plantas doentes
foram obtidas a mao livre, utilizando laminas de aco cortantes. As sec¢des foram montadas em
agua, entre lamina e laminula, e observadas ao microscopio de luz Zeiss Axioskop 2, sendo as

imagens capturadas com camera digital Zeiss MRc 3 e armazenadas em arquivos digitais.

2.2.8 Transmissao de fitoplasmas por insetos

Neste ensaio foram utilizadas mudas sadias de couve-flor com trés semanas de idade,
obtidas a partir de sementes, crescidas em vasos e mantidas em local protegido de insetos. Os
insetos foram coletados em campo com alta incidéncia de plantas doentes, localizado no
municipio de Sorocaba-SP, em maio de 2008. Apds a coleta com rede entomoldgica, 7 insetos
foram depositados em cada muda, utilizando-se um sugador bucal. Os insetos das espécies

Balclutha hebe e Exitianus obscurinervis foram confinados nas plantas durante 4 dias, com o
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auxilio de gaiolas confeccionadas com garrafas plasticas. A escolha das espécies foi feita com
base em resultados de experimentos anteriores que indicaram a presenca de fitoplasmas em
representantes das mesmas. Este ensaio foi conduzido com 15 mudas para B. hebe e 6 mudas para
E. obscurinervis. Além disso, em 6 plantas sadias de vinca, também obtidas de sementes, foram
confinados, por 4 dias, 7 insetos de B. hebe por planta, na tentativa de obter a transmissdo do
patogeno. Apds o periodo de confinamento, os insetos foram recolhidos para extragdo de DNA
total para ser usado em reacdes de PCR, visando confirmar se eram portadores de fitoplasmas.

A avaliacdo da transmissdo foi feita trés meses apos a montagem do ensaio, aplicando-se a
técnica de PCR, buscando a deteccdo de fitoplasmas nas plantas de couve-flor e de vinca. As 15
plantas submetidas aos insetos da espécie B. hebe e as 6 plantas submetidas aqueles da espécie E.
obscurinervis foram agrupadas 3 a 3, sendo que cada grupo representou uma amostra; neste caso,
a extracdo do DNA total foi feita com o ‘kit’ comercial Dneasy Plant Mini Kit® (Qiagen). Para as
plantas de vinca, a extracdo foi processada a partir de cada planta, utilizando-se o protocolo de

Doyle; Doyle (1987).

2.2.9 Transmissao de fitoplasmas através da cuscuta

Para os testes de transmissdo por cuscuta foi utilizada a espécie Cuscuta subinclusa. Duas
plantas sintomaticas de couve-flor foram coletadas no campo, em cultivo instalado em Sorocaba,
SP. Estas plantas, comprovadamente infectadas por fitoplasmas, foram transplantadas
individualmente para vasos e mantidas em casa de vegetagdo e serviram como fonte de
fitoplasma. A cuscuta recém-geminada foi colocada sobre ambas as plantas e aguardou-se o
estabelecimento definitivo dos seus filamentos no tecido da hospedeira. Apds esta etapa, 3
plantas sadias de vinca, crescidas em vasos, foram colocadas nas proximidades de cada uma das
plantas fonte. Os filamentos da cuscuta foram conduzidos para cada uma destas 3 plantas, as
quais atuaram como receptoras de fitoplasmas. A avaliagdo da transmissdo foi feita dois meses
apés o contato entre as plantas de couve-flor e vinca, através de PCR, visando a deteccdo de
fitoplasmas nas plantas receptoras. As plantas de vinca continuaram a ser observadas quanto ao
aparecimento de sintomas da doenca, mesmo apds a coleta de material para deteccdo do

patogeno.
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2.2.10 Anélise epidemiologica

2.2.10.1 Local e coleta de dados

A andlise espacial da doenca foi feita em 10 areas de cultivo de couve-flor em uma
propriedade agricola localizada em Sorocaba-SP. As areas amostradas apresentavam condig¢des
de clima e manejo semelhantes entre elas e nas suas proximidades existiam areas de pastagem e
de mata. A coleta de dados foi iniciada em setembro de 2007, nas areas 1, 2, 3; em marco de
2008, nas areas 4, 5, 6 ¢ 7; e em abril de 2008, nas areas 8, 9 e 10. As areas mapeadas
apresentavam de 300 a 728 plantas e aquelas sintomadticas foram assinaladas na planilha. As
avaliagOes foram feitas visualmente baseando-se na expressao de sintomas da doenga pela planta
avaliada, tais como deformacdo de inflorescéncia, enfezamento e a presenca do anel escurecido
na regido dos vasos condutores. Os mapas obtidos apresentavam dados bindrios (plantas com
presenca ou auséncia de sintomas), os quais foram submetidos a analise por macro do programa

Excel.

2.2.10.2 Defini¢ao de ‘quadrats’

As areas foram divididas em retdngulos de tamanhos diversos (2x2, 3x3 e 4x4 plantas)
denominados ‘quadrats’. Para cada ‘quadrat’ foi determinada a proporcao (p) de plantas afetadas
na avaliagdo e calculada a incidéncia da doenga na area, através da equagdo p = 2. Xi/ nN, onde
2-X; € o0 somatdrio do nimero de plantas doentes em cada ‘quadrat’, n é o nimero de plantas em
cada ‘quadrat’ e N € o numero total de ‘quadrats’ em cada area (MADDEN; HUGHES, 1995).
Esses dados sdo base para a determinacdo do indice de dispersdo, ajuste a lei de Taylor

modificada e caracterizagdo da dinamica e estrutura de focos e andlise de areas isopatas

(LARANIJEIRA et al., 1998).

2.2.10.3 Célculo do indice de dispersao

O indice de dispersdo (D) ¢ func¢do da variancia observada (V) € da variancia
binomial (Vyi,). O valor de D foi estimado para cada area avaliada pela equacdo D = Vgbs / Viin
(GOTTWALD et al., 1996), onde Vops= Y. (Xi —np)* /n* (N = 1) ¢ Vyin=p (1 — p) / n, de acordo
com Hugues et al. (1996). O afastamento da aleatoriedade foi determinado por meio de teste Chi-

quadrado, com N-1 graus de liberdade e ao nivel de 5% de significancia. Valores de D
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estatisticamente iguais a 1 indicam distribuicdo ao acaso de plantas sintomaticas numa
determinada area. Por outro lado, valores de D maiores que 1 indicam agregacao e menores que

1, regularidade (GOTTWALD et al., 1996; LARANJEIRA et al., 1998).

2.2.10.4 Lei de Taylor modificada

A lei de Taylor modificada relaciona, por meio de polindbmio de primeiro grau, a
variancia observada (Vbs) € a variancia binomial esperada (Vyin) para uma distribui¢do aleatoria
ou ao acaso. Quando os dados sdo expressos em incidéncia, a distribui¢do binomial ¢ a que
propicia o melhor ajuste para condi¢des de aleatoriedade (MADDEN; HUGHES, 1995). Nesse
caso, log (Vops) = log (A) + b log (Vuin), onde log (A) e b sao parametros (LARANJEIRA et al.,
1998).

As regressdes foram calculadas pelo método dos quadrados minimos, utilizando o
programa computacional Excel. Consideraram-se como variaveis independentes o logaritmo das
variancias binomiais estimadas para cada avaliacdo e como variaveis dependentes o logaritmo
das variancias observadas. Foi feita a andlise de regressdo para os dados em conjunto de todas as
areas avaliadas. A adequagdo do ajuste do modelo aos dados foi avaliada por meio do coeficiente
de determinacio (R?) e do padrio dos residuos (MADDEN et al., 1995). A igualdade do
parametro b a unidade e de log (A) diferente de zero e foi testada pelo teste t (MADDEN et al.,
1995), usando a estimativa do parametro e seu erro padrdo. Valores de log (A) significativamente
maiores do que zero e b maiores que 1 ao nivel de 5% de probabilidade foram considerados

indicativos de agregacgao e iguais a 1, de aleatoriedade (MADDEN; HUGHES, 1995).

2.2.10.5 Célculo das areas isopatas

As areas isOpatas para cada area foram calculadas com o auxilio do aplicativo Statistica
6.0 (Stasoft, Tulsa, OK) por meio do procedimento de uniformiza¢do dos quadrados minimos
ponderados pela distancia. Para tal, foi utilizada a matriz dos valores nao-transformados de
proporcdo de plantas afetadas de cada ‘quadrat’. Para cada area, o niimero de areas isOpatas
previamente escolhidas foi igual. Entretanto os niveis de cada area isopata foram arbitrariamente

escolhidos, com o objetivo de realcar possiveis diferengas (LARANJEIRA et al., 1998).
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Deteccao de fitoplasmas em couve-flor

Considerando as amostras sintomaticas, fitoplasmas foram detectados em 26 das 39
amostras, ou, em termos percentuais, 66,5% das plantas que mostravam sintomas de
enfezamento. Para as plantas assintomadticas, de um total de 18 amostras, fitoplasmas foram
encontrados em 11 delas, representando 61% das plantas analisadas. Estes resultados estdo
apresentados na Tabela 4.

A associagdo de fitoplasmas com os tecidos doentes foi demonstrada pela amplificagcdo de
fragmentos gendmicos de aproximadamente 1,2 kb, visualizados na forma de bandas no gel de
agarose, apés a corrida eletroforética. A presenca de bandas de 1,2 kb sdo tipicas para
fitoplasmas, quando o par de primers P1/Tint-R16 F2n/R2 sao empregados em PCR duplo.

O mesmo padrao de banda constatado para os fitoplasmas encontrados nas amostras de
couve-flor foi obtido para os controles positivos, representados pelo DNA extraido de plantas
doentes de repolho ou de vinca. Nao houve amplificacdo para o controle negativo, representado
pelo DNA de plantas sadias de couve-flor ou pela dgua.

Em relacdo as plantas sintomaticas, todas as 4 amostras coletadas em Braganca Paulista
apresentaram resultados positivos para a presenga de fitoplasma; o mesmo tipo de resultado foi
constatado para as 2 amostras provenientes de Ibitna. Dentre as 15 plantas amostradas em
Morungaba, 7 revelaram a presenca do patogeno em seus tecidos; enquanto das 14 plantas
originarias de Sorocaba, 10 se mostraram portadoras de fitoplasmas. A tnica amostra oriunda de
Caxias do Sul se mostrou negativa e nas 3 amostras de Nova Bassano foram detectados
fitoplasmas. Quanto as plantas assintomaticas, em 10 plantas, de um total de 17 plantas
amostradas em Sorocaba, foi possivel a deteccdo de fitoplasmas. Um fato interessante é que a
unica planta amostrada em Piracicaba, sem sintomas, comprada no mercado municipal, revelou
ser portadora de fitoplasmas nos seus tecidos. As amplificacdes obtidas nas reagdes de duplo
PCR, com os iniciadores universais P1/Tint e R16 F2n/R2, para os fitoplasmas presentes nas
diversas amostras positivas estao representadas na Figura 2, a qual mostra os resultados positivos
das 2 amostras coletadas em Ibitna, das 3 amostras de Nova Bassano e¢ de amostras

representativas de Braganca Paulista (2), Sorocaba (3) e Morungaba (3).
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Tabela 4- Analise de amostras de couve-flor coletadas de plantas sintomaticas e assintomaticas visando a detec¢do de
fitoplasmas através de PCR

Local Amostras Resultado Amostras Resultado
sintomaticas de PCR assintomaticas  de PCR
Braganca Paulista Brl +
Br2 +
Br3 +
Br4 +
Ibitna Ibl +
b2 +
Morungaba Mbl +
Mb2 +
Mb3 +
Mb4 +
Mb5 +
Mb6 +
Mb7 +
Mb8 -
Mb9 -
Mb10 -
Mbll1 -
Mb12 -
Mb13 -
Mb14 -
Mb15 -
Sorocaba Srl - Srl’ +
Sr2 - Sr2’ +
Sr3 + Sr3’ +
Sr4 + Sr4’ +
Sr5 + Sr5’ +
Sr6 + Sr6’ +
Sr7 - Sr7’ +
Sr8 - Sr8’ +
Sr9 + Sr9’ +
Sr10 + Sr10’ +
Srl1 + Srl1’ -
Sr12 + Sr12’ -
Sr13 + Sr13’ -
Srl4 + Sr14’ -
Srl5’ -
Sr16’ -
Sr17° -
Piracicaba Pr1’ +
Caxias do Sul Csl -
Nova Bassano Nbl +
Nb2 +
Nb3 +
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Brl Br2 Sr3 Sr4

it bl MbX M3 F+ | B

Mbl Mb2 Mb3 P-

P+

Figura 2- Amplificagdo do 16S rDNA de fitoplasmas presentes em plantas sintomaticas de couve-flor, através de
duplo PCR com os iniciadores P1/Tint ¢ R16 F2n/R2. Colunas: (M) marcador molecular 1 kb Ladder;

(P+) controle positivo; amostras de couve-flor de Braganca Paulista (Brl e Br2), Ibitina (Ibl e Ib2),
Morungaba (Mb1 a Mb3); Sorocaba (Sr3 a Sr5) e Nova Bassano (Nb1 a Nb3); (P-) controle negativo
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A deteccdo de fitoplasmas em 66,5% de plantas sintomadticas evidenciou a forte
associacao destes procariotos com os sintomas de enfezamento observados nas plantas de couve-
flor. No entanto, a ocorréncia de plantas sintomdticas com resultados negativos pode ser atribuida
a baixa concentragdo de fitoplasmas nos tecidos do hospedeiro ou, mesmo, a distribuicdo
irregular do procarioto na planta, como ja relatado em outros trabalhos de mesma natureza
(DAVIS, 1995; CONSTABLE; GIBB; SYMONS, 2003). Por outro lado, a deteccao de
fitoplasmas em plantas que ndo apresentavam sintomas da doenca pode ser creditado a ocorréncia
de infecc¢des tardias, como relatado para alface, nos trabalhos de Zhou et al. (2002). No presente
estudo, as amostras assintomaticas foram obtidas de plantas pertencentes a mesma variedade e
coletadas no mesmo dia e num mesmo local. Assim, exclui-se a possibilidade da interferéncia de
fatores do ambiente ou gendtipo do hospedeiro na expressdo dos sintomas. A ocorréncia de
hospedeiros assintomaticos dificulta a correta diagnose, o que leva a subestimar a incidéncia da
doenca no campo; além disto, tem implicagdes na epidemiologia da doenga, pois plantas
aparentemente sadias podem servir como fonte de indculo, uma vez que, provavelmente, o

patdgeno € transmitido por vetores presentes no campo.

2.3.2 Identificagao de fitoplasma através de PCR

Excecao feita a duas amostras de Morungaba, nas demais amostras positivas sintomaticas
ou assintomaticas, coletadas no estado de Sao Paulo, foi identificada a ocorréncia de fitoplasmas
pertencentes ao grupo 16Srlll. A presenca de fitoplasmas deste grupo de classificagdo foi
revelada pela visualizacdo de bandas correspondentes a amplificacdo de fragmentos gendmicos
de 0,8 kb, a partir do 16S rDNA (dados ndo mostrados). Para a amostra Sr4, proveniente de
Sorocaba, foram amplificados fragmentos de 1,1 kb, quando utilizado o par de primers especifico
para grupo 16Srl, evidenciando a presenca de fitoplasmas representantes deste grupo (dados nao
mostrados). Assim, para esta amostra ficou caracterizada a ocorréncia de infec¢cao mista. Em duas
amostras de Morungaba (Mb2 e Mb3) e nas 3 amostras positivas originarias de Nova Bassano
ndo ocorreu amplificagdo de fragmentos gendmicos com o uso dos pares especificos para
identificagdo de fitoplasmas dos grupos 16SrI e 16SrIIl.

O uso de primers especificos para a identificacdo de fitoplasmas pode ser considerada
como uma etapa anterior a identificacdo mais refinada feita utlizando a técnica de RFLP. O

emprego de primers especificos tem sido muito 1til para a detec¢do de distintos fitoplasmas numa
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mesma planta, evidenciando a ocorréncia de infecgdes mistas (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-
RINDAL, 2000). A alta frequéncia de representantes do grupo 16SrIll encontrada nas plantas de
couve-flor reforca os resultados de outros trabalhos que tém mostrado a predomindncia de
ocorréncia de fitoplasmas afiliados a este grupo, nas areas do estado de Sao Paulo. Como
exemplos, plantas de repolho (AMARAL MELLO, 2007), berinjela (AMARAL MELLO, 2004),
tomate (AMARAL MELLO, 2004; AMARAL MELLO; BEDENDO; CAMARGO, 2006),
brocolis (ECKSTEIN et al., 2008), videira (NERONI, 2009), maracuja (RIBEIRO, 2008),
abobrinha-de-moita (MELO; BEDENDO; YUKI, 2009), primavera (SILVA, 2008) amostradas
no Estado paulista mostraram consistente e predominantemente a presenca de fitoplasmas do
grupo 16SrlIll. A ocorréncia de infecgdo mista por fitoplasmas dos grupos 16Srl e 16Srlll
também foi relatada em repolho cultivado na 4rea do Cinturdo Verde de Sao Paulo e, neste caso,
também foi constatada a predominéncia de fitoplasmas associados ao grupo 16SrIll (AMARAL
MELLO, 2007). A presenga de fitoplasmas de ambos os grupos associados tanto ao enfezamento
do repolho como da couve-flor e a ocorréncia de representantes do grupo 16SrIIl em brocolis,
também na regido do Cinturdo Verde, sugere a existéncia de um vetor comum responsavel pela

transmissao dos patdgenos para estas espécies de brassicas.

2.3.3 Identificagdo de fitoplasmas através de analise de RFLP

As andlises de RFLP foram conduzidas com as amostras Brl e Br2 de Braganca Paulista;
Sr3 e Sr5 de Sorocaba; Mbl, Mb2 e Mb3 de Morungaba; e Nb1l e Nb2 de Nova Bassano.

Os padroes coletivos de RFLP, gerados pela digestio enzimatica dos produtos
amplificados por PCR a partir do DNA obtido das amostras de Sorocaba e Braganca Paulista, se
apresentaram indistinguiveis entre si € com o padrdo positivo, este representado pelo fitoplasma
do repolho, um afiliado do grupo 16SrIlI-J (Figura 3). Comparados com os padrdes relatados pela
literatura (LEE et al., 1998; MONTANO et al., 2000), foi possivel confirmar os fitoplasmas
encontrados nas amostras de couve-flor como sendo tipicos representantes do grupo 16SrlIll,
subgrupo J. Estes resultados confirmaram a identificacdo feita por PCR, na qual foi evidenciada a
ocorréncia de fitoplasmas quando os primers especificos para grupo 16Srlll foram usados nas
reacdes de PCR, contendo o DNA de plantas sintomaticas de couve-flor.

Fitoplasmas detectados em amostras de Morungaba (Mbl, Mb2 ¢ Mb3), por sua vez,

geraram perfis eletroforéticos idénticos aos fitoplasmas afiliados aos grupos 16SrIIl e 16SrXIII
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(LEE et al., 1998). Os padroes eletroforéticos obtidos para o DNA amplificado a partir da
amostra Mbl sdo similares aos padroes apresentados por fitoplasmas do grupo 16Srlll, para o
conjunto de enzimas usadas na analise de RFLP (Figura 4). Por sua vez, os perfis resultantes da
digestdo enzimatica do 16S rDNA dos fitoplasmas encontrados nas amostras Mb2 e Mb3 sdo
idénticos aqueles do fitoplasma representante tipico do grupo 16SrXIIl, o agente da virescéncia
em vinca (Figura 4). O padrao de vinca usado neste ensaio como representante do grupo 16SrIIl
ndo havia sido anteriormente identificado ao nivel de subgrupo.

Os padroes de restrigdo gerados pela amplificagio do fragmento gendmico dos
fitoplasmas detectados nas duas plantas sintomaticas provenientes de Nova Bassano (Nbl ¢ Nb2)
foram idénticos entre si e coincidentes com aqueles relatados pela literatura para fitoplasma
pertencentes ao grupo 16SrXV-A (MONTANO et al., 2001). Adicionalmente as enzimas de
restri¢do utilizadas nos ensaios anteriores de RFLP, foram empregadas as endonucleases Haelll,
Bfal e Hinfl, as quais complementaram e possibilitaram a identificacdo dos fitoplasmas presentes

em couve-flor como afiliados ao grupo 16SrXV-A (Figura 5).
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Figura 3- Padrdes obtidos por andlise de RFLP do fragmento gendmico amplificado de fitoplasmas encontrados em
amostras de plantas de couve-flor coletadas em Braganga Paulista e Sorocaba, utilizando-se as enzimas de
restricdo Alul, Rsal, Kpnl, Msel, Hhal, Hpall, Mbol ¢ Bsh12361. Colunas: (M) marcador molecular
PhiX174RFHaelll; (P) controle positivo representado por fitoplasma do enfezamento do repolho

(subgrupo 16SrIIl-J); (Brl e Br2) amostras de couve-flor provenientes de Braganca Paulista; (Sr3 e Sr5)
amostras de couve-flor provenientes de Sorocaba
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Figura 4- Padrdes obtidos por andlise de RFLP do fragmento gendmico amplificado de fitoplasmas encontrados em
amostras de plantas de couve-flor coletadas em Morungaba-SP, utilizando-se as enzimas de restri¢do 4/ul,
Rsal, Kpnl, Msel, Hhal, Hpall, Mbol e Bsh12361. Colunas: (M) marcador molecular PhiX174RFHaelll,
(P) amostra de vinca infectada com fitoplasma do grupo 16 Srlll; (Mb1) amostra de couve-flor infectada
por fitoplasma do grupo 16SrIIl; (Mb2 e Mb3) amostras de couve-flor infectadas por fitoplasmas do grupo
16SrXIII
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Alul Rsal Kpnl Hpall
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Figura 5 - Padrdes obtidos por analise de RFLP do fragmento genomico amplificado de fitoplasmas encontrados em
amostras de plantas de couve-flor coletadas em Nova Bassano-RS, utilizando-se as enzimas de restrigdo
Alul, Rsal, Kpnl, Msel, Hhal, Hpall, Mbol, Bsh12361, Haelll, Bfal e Hinfl. Colunas: (M) marcador
molecular PhiX174RFHaelll; (P) amostra de vinca infectada com fitoplasma do grupo 16 SrlIl; Colunas
(Nbl e Nb2) amostras de couve-flor infectadas por fitoplasmas do grupo 16SrXV-A
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A identificacao de fitoplasmas pertencentes ao grupo 16SrlIIl-J em couve-flor, através de
analise de RFLP, foi definida principalmente pelos produtos de digestdo gerados pelas enzimas
Hhal e Bsh 1236 (BstUI), as quais produziram padrdes eletroforéticos tipicos de fitoplasmas do
referido subgrupo. O fitoplasma representante do grupo 16SrIll subgrupo J foi identificado
primeiramente no Brasil por Montano et al. (2000), em plantas de chuchu e da espécie silvestre
conhecida por meldao de Sdo Caetano. Posteriormente, fitoplasmas deste subgrupo foram
caracterizados molecularmente em plantas de abobora com superbrotamento (MONTANO et al.,
2006) e em repolho com sintomas de enfezamento (AMARAL MELLO, 2007). Este fitoplasma
também foi encontrado em associacdo com plantas de alho apresentando a doenca denominada de
tristeza, muito importante na cultura desta olericola em campos de producdo localizados na
Argentina (GALDEANO et al., 2004). Aparentemente a ocorréncia de fitoplasmas membros do
16SrIII-J estd limitada a América do Sul, sugerindo a presenca de um ancestral comum
(GALVIS; LEGIZAMON; GAITAN, 2007).

As enzimas de restricdo Bsh1236 e Msel permitiram a caracterizagdo de fitoplasmas do
grupo 16SrXIII nas plantas de couve-flor. Fitoplasmas deste grupo tém aparecido mais
recentemente e com boa frequéncia, 8 medida em que ampliam as pesquisas realizadas com maior
diversidade de espécies vegetais cultivadas no territorio brasileiro. O representante padrdo para
este grupo ¢ o fitoplasma associado a virescéncia da vinca (LEE et al., 1998), porém também ja
foram relatados fitoplasmas deste grupo em plantas de morango com sintomas de filodia
observadas nos Estados Unidos (JOMANTIENE et al., 1998) e em darvores de cinamomo
portadoras de uma doenga conhecida como declinio (ARNEODO et al., 2005), bastante comum
em paises da América do Sul. No Brasil, fitoplasmas do grupo 16SrXIII foram encontrados em
plantas de mamao que apresentavam a doenga ‘vira-cabega’, ocorrente em pomares instalados no
estado do Espiririto Santo (MELO et al., 2007; MELO, 2009). Na propria regido do Cinturdo
Verde, recentemente foi relatada a presenga de fitoplasmas deste grupo em plantas de brocolis
(ECKSTEIN et al., 2009) cultivadas em campos comerciais. A frequente ocorréncia de
fitoplasmas do grupo 16SrXIII em hospedeiros diversos, indica que estes agentes de doenga estdo
amplamente distribuidos, principalmente no continente americano e que a sua especificidade pela
planta hospedeira parece ser baixa.

A identificagcdo de fitoplasmas do subgrupo 16SrXV-A em plantas de couve-flor

provenientes de Nova Bassano evidenciou que esta olericola ¢ um novo hospedeiro para
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representantes deste grupo. Estes fitoplasmas foram inicialmente caracterizados em plantas de
hibisco com superbrotamnto, encontradas no estado do Rio de Janeiro, sendo indicados
representantes de uma nova espécie denominada ‘Candidatus Phytoplasma brasiliense’
(MONTANO et al., 2001). Mais recentemente, no Estado de Sdo Paulo, em plantas de hibisco
exibindo sintomas de superbrotamento de ramos, enfezamento, clorose de folhas e declinio foram
também identificados fitoplasma pertencentes ao grupo 16SrXV-A (SILVA et al., 2009). A
ocorréncia deste tipo de fitoplasma em uma espécie horticola e num local distante dos Estados
onde foi encontrado anteriormente mostra que a sua distribuicdo pode ser mais abrangente e que

sua gama de hospedeiros pode ser mais ampla.

2.3.4 Sequenciamento, analise virtual de RFLP e andlise de sitios putativos de restri¢cdo

Foram clonados e sequenciados os fragmentos gendomicos correspondentes ao 16S rDNA
dos fitoplasmas encontrados nas amostras de couve-flor: Sr3 e Sr5 coletadas em Sorocaba, Mb5
e Mb6 oriundas de Morungaba e Prl de Piracicaba, previamente identificados como
representantes do grupo III-J; Mb2 e Mb3 origindrias de Morungaba, representando o grupo
16SrXIII; Nbl e Nb2 provenientes de Nova Bassano, representantes do grupo 16SrXV-A (Tabela
2). O sequenciamento foi repetido por trés vezes para cada material genético de fitoplasma
encontrado em cada amostra. As sequéncias consenso foram determinadas e encontram-se no
Apéndice deste trabalho.

Os fragmentos gendmicos obtidos a partir dos fitoplasmas presentes nas amostras Sr3 e
Sr5 apresentaram, respectivamente, 1243 e 1241 pares de bases e mostraram identidade com o
fitoplasma associado ao superbrotamento do chuchu, grupo 16Srlll-J (GenBank, acesso
AF147706). Também mostraram identidade com o grupo 16SrlIl-J, os fitoplasmas das amostras
Mb5, com 1221 pares de bases, e Mb6, com 1287 pares de bases, além daquele identificado na
amostra de couve-flor de Piracicaba (Prl), com 1281 pares de bases. As sequéncias nucleotidicas
determinadas para os fitoplasmas presentes nas amostras Mb2 e Mb3 apresentaram 1244 ¢ 1240
pares de bases, respectivamente, € mostraram identidade com o fitoplasma da necrose apical do
mamoeiro, pertencente ao grupo 16SrXIII (GenBank, acesso EU719111). As sequéncias do
fragmento 16S rDNA do fitoplasma identificado na amostra Nbl, com 1273 pares de bases, e na
amostra Nb2, com 1298 pares de bases, apresentaram identidade com o fitoplasma agente do

superbrotamento do hibisco (grupo 16SrXV-A) (GenBank, acesso AF147708).
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As sequéncias concenso dos fitoplasmas encontrados nas amostras Sr5, Mb2 e Nbl foram
selecionados como representantes dos grupos 16SrlII-J, 16SrXIII e 16SrXV-A, respectivamente,
para a conducdo da andlise virtual de RFLP e elaboracdo dos mapas de restri¢ao.

Os padrdes coletivos de RFLP revelados por estes fitoplasmas foram indistinguiveis
daqueles gerados pelos fitoplasmas representantes dos grupos 16SrllI-J, 16SrXIII e 16SrXV-A
usados como referéncias, cujas sequéncias estavam depositadas no GenBank. Os padroes
eletroforéticos para as amostras Sr5, Mb2 e Nbl estdo representados nas Figuras 6, 8 e 10,
respectivamente. Os padrdes resultantes da andlise virtual de RFLP foram similares aqueles
revelados pela analise convencional de RFLP, conduzida com a digestdo enzimatica dos produtos
de PCR usando-se as mesmas 8 endonucleases.

As sequéncias do 16S rDNA dos fitoplamas presentes nas amostras Sr5, Mb2 e Nbl,
submetidas a andlise de sitios putativos de restricdo, apresentaram os mesmos sitios de restri¢do,
para todas as enzimas selecionadas para a analise, quando em comparagdo com os perfis das
sequéncias de fitoplasmas dos grupos 16SrIlI-J (Figura 7), 16SrXIII (Figura 9) e 16SrXV (Figura
11).

O sequenciamento das bases nucleotidicas do 16S rDNA permitiu confirmar a associagdo
de fitoplasmas pertencentes a trés grupos distintos com o enfezamento da couve-flor, levando a
uma analise em relacdo ao patossistema fitoplasmas-brassicas. Assim, fitoplasmas do grupo
16SrIII foram predominantes em plantas de couve-flor com enfezamento, assim como ocorreu
para o enfezamento do repolho, anteriormente relatado por Amaral Mello (2007), que também
encontrou fitoplasma do grupo 16Srlll, subgrupo J, associado a esta doenca. O sequenciamento
possibilitou confirmar que a couve-flor também ¢ uma nova espécie hospedeira de fitoplasmas
pertencentes aos grupos 16SrXIII e 16SrXV-A, como ja evidenciado nas andlises convencionais
de RFLP, conduzidas neste trabalho. Fitoplasma do grupo 16SrXIII ja foi encontrado em plantas
de brocolis com sintomas de enfezamento por Eckstein et al. (2009) também em Morungaba, ou

seja, na mesma regido onde se encontrou fitoplasma do grupo 16SrXIII em couve-flor.
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Figura 6- Padroes virtuais de RFLP obtidos pela digestdo enzimatica do 16S rDNA de fitoplasma do grupo 16SrIlII-J
identificado na amostra Sr5 de planta de couve-flor (Gel A) e do fitoplasma do enfezamento do chuchu,
cuja sequéncia estd depositada no GenBank (AF147706) (Gel B). Sitios de restricdo foram reconhecidos
pelas enzimas: Alul, BstUl, Hhal, Hpall, Kpnl, Mbol, Msel e Rsal. Marcador de peso molecular
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Figura 7- Analise de sitios putativos de restricdo do 16S rDNA de fitoplasma do grupo 16SrlIlI-J identificado na
amostra Sr5 de planta de couve-flor (Mapa de restrigdo A) e do fitoplasma do enfezamento do chuchu,
cuja sequéncia esta depositada no GenBank (AF147706) (Mapa de restri¢do B)
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Figura 8- Padrdes virtuais de RFLP obtidos pela digestdo enzimatica do 16S rDNA de fitoplasma do grupo 16SrXIII

Figura 9-

identificado na amostra Mb2 de planta de couve-flor (Gel A) e do fitoplasma da necrose do topo do
mamoeiro, cuja sequéncia esta depositada no GenBank (EU719111) (Gel B). Sitios de restrigdo foram
reconhecidos pelas enzimas: A/ul, BstUl, Hhal, Hpall, Kpnl, Mbol, Msel e Rsal. Marcador de peso
molecular MW=PhiX174DNA-Haelll
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Andlise de sitios putativos de restrigdo do 16S rDNA de fitoplasma do grupo 16SrXIII identificado na
amostra Mb2 de planta de couve-flor (Mapa de restricdo A) e do fitoplasma da necrose do topo do
mamoeiro, cuja sequéncia estd depositada no GenBank (EU719111) (Mapa de restri¢éao B)
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Figura 10- Padrdes virtuais de RFLP obtidos pela digestdo enzimatica do 16S rDNA de fitoplasma do grupo 16SrXV
identificado na amostra Nbl de planta de couve-flor (Gel A) e do fitoplasma do superbrotamento do
hibisco, cuja sequéncia esta depositada no GenBank (AF147708) (Gel B). Sitios de restricdo foram
reconhecidos pelas enzimas: Alul, BsfUl, Hhal, Hpall, Kpnl, Mbol, Msel e Rsal. Marcador de peso
molecular MW=PhiX174DNA-Haelll
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Figura 11- Andlise de sitios putativos de restricdo do 16S rDNA de fitoplasma do grupo 16SrXV identificado na
amostra Nbl de planta de couve-flor (Mapa de restrigdo A) e do fitoplasma do superbrotamento do
hibisco, cuja sequéncia esta depositada no GenBank (AF147708) (Mapa de restri¢do B)

2.3.5 Analise filogenética

A partir das sequéncias consenso determinadas para cada um dos fitoplasmas
representativos do grupo 16Srlll-J, 16SrXIII e 16SrXV-A identificados neste trabalho foi
construida uma arvore filogenética (Figura 12). Para tanto, foram utilizadas sequéncias de
fitoplasmas depositadas no Genbank representantes de 18 grupos distintos, 17 subgrupos
pertencentes ao grupo 16Srlll, 4 representantes do grupo 16SrXIII e um do grupo 16SrXV, além
da sequéncia de Acholeplasma laidlawii. Os numeros nos ramos representam valores de
confianga no ‘bootstraping’.

As sequéncias nucleotidicas determinadas para os fitoplasmas presentes nas amostras Sr5,
Mb2 e Nbl de couve-flor foram alocadas nos mesmos ramos que os fitoplasmas do
superbrotamento do chuchu (16Srlll-J), da necrose do mamoeiro (16SrXIIl) e do

superbrotamneto do hibisco (16SrXV-A), respectivamente. Embora o fitoplasma do grupo
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16SrXIII encontrado em couve-flor ndo tivesse sido identificado ao nivel de subgrupo, a analise
filogenética mostrou que o mesmo esta mais relacionado ao fitoplasma do mamoeiro, o qual foi
determinado como um representante de um novo subgrupo, proposto como 16SrXIII-D (MELO,
2008). A arvore filogenética mostrou resultados congruentes com aqueles obtidos nas analises
convencionais e virtuais de RFLP, bem como nas analises dos mapas de restricdo, agregando os
fitoplasmas identificados em couve-flor aqueles usados como referéncias para os grupos 16SrIlII,

16SrXIII e 16SrXV.
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37— Pecan bunch (16Srlll-C)
59 | Milkweed yellows (16Srlll-F)
86 Montana potato purple top (16Srlll-M)
Alaska potato purple top (16Srlll-N)
37| L Goldenrod yellows (16SrllI-D)
Cirsium white leaf (16Srlll-R)
42 Chayote witches broom (16Srlll-J)
93 Sr5
Clover yellow edge (16Srlll-B)
[ Strawberry leafy fruit (16Srlll-K)
g6 | Canadian peach X (16Srlll-A)
—|— Western peach X-disease (16SrllI-S)

4@;

lgy | Poinsettia branch-inducing (16Srlll-H)
67 -I_
100 Poisettia exuberant flower-inducing (16Srlll-L)

55[— Spiraea stunt (16Srlll-E)

54- Walnut witches broom (16Srlll-G)
60 L Virginia grapevine yellows (16Srlll-l)

L— Dandelion virescence (16Srlll-P)

Pigeon pea witches-broom (16SriX-A)

100 Rice yellow dwarf (16SrX-A)

66 Bermuda grass white leaf (16SrXIV-A)

100 69 Coconut lethal yellowing (16SrlV-A)

Loofah witches-broom (16SrVIII-A)
Elm yellows (16SrV-A)
Clover proliferation (16SrVI-A)

96

70
74 57 Erigeron witches-broom (16SrVII-B)

Peanut witches-broom (16Srll-A)

100 [ Hibiscus witches-broom (16SrXV-A)
100 Nb1

Apple proliferation (16SrX-A)
ugarcane yellow leaf syndrome (16SrXV1)

80 Papaya phytoplasma (16SrXVII-A)

98 Australian grapevine yellows (16SrX|I-B)

%0 American potato purple top wilt (16SrXVIIl-A)

Maize bushy stunt (16Srl-B)

100 Chinaberry yellows (16SrXllI-C)
Strawberry phyllody (16SrXilI-B)

Mexican periwinkle virescence (16SrXlII-A)

100
52

61 Papaya apical curl necrosis (16SrXlll)

99 L Mb2

Acholeplasma laidlawii

0.02
Figura 12- Arvore filogenética construida com representantes de 18 diferentes grupos de fitoplasma, 17 subgrupos

representantes do grupo 16SrlIll, 4 representantes do grupo 16SrXIIl e um representante do grupo
16SrXV, o procarioto Acholeplasma laidlawii e fitoplasmas da couve-flor, pelo método ‘Neighbor-
Joining’. Os niimeros nos ramos representam valores de confianca no ‘bootstraping’
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A Tabela 5 apresenta uma sintese dos grupos de fitoplasmas encontrados nas plantas de
couve-flor sintomaticas e assintomaticas amostradas e que foram identificados por meio dos
métodos utilizados neste trabalho, ou seja, PCR com primers especificos para grupo, RFLP e

sequenciamento

Tabela 5- Relagdo das amostras de couve-flor sintomaéticas e assintomaticas analisadas quanto a presenca de
fitoplasmas através de PCR e identificadas através da utilizagdo de primers especificos para grupo, RFLP
ou sequenciamento

Local Amostras Identifica¢do Amostras Identificagao
sintomaticas assintomaticas
Braganca Paulista Brl 16SrIII-J
Br2 16SrIII-J
Br3 16SrIIl
Br4 16SrIII
Ibitina Ibl 16SrIII
1b2 16SrIII
Morungaba Mbl 16SrIII
Mb2 16SrXIII
Mb3 16SrXIII
Mb4 16SrI11
Mb5 16SrIII-J
Mb6 16SrIII-J
Mb7 16SrIII
Mb8 -
Mb9 -
Mb10 -
Mbl1 -
Mb12 -
Mb13 -
Mb14 -
Mbl5 -
Sorocaba Srl - Srl”’ 16SrIlI
Sr2 - Sr2’ 16SrIII
Sr3 16SrIII-J Sr3’ 16SrIII
Sr4 16SrI e 16SrIIl Sr4’ 16SrIII
Sr5 16SrIII-J Sr5’ 16SrIII
Sr6 16SrIII Sr6’ 16SrIII
Sr7 - Sr7’ 16SrIII
Sr8 - Sr8’ 16SrIII
Sr9 16SrIII Sr9’ 16SrIII
Sr10 16SrIII Sr10’ 16SrIII
Srl1 16SrIII Srll’ -
Sr12 16SrIII Sr12’ -
Sr13 16SrIII Sr13’ -
Sr14 16SrIII Sr14’ -
Srl15’ -
Sr16’ -
Sr17’ -
Piracicaba Prl’ 16SrIII-J
Caxias do Sul Csl -
Nova Bassano Nbl1 16SrXV-A
Nb2 16SrXV-A

Nb3 16SrXV-A
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2.3.6 Microscopia de luz

As secgoes histologicas observadas em microscopio de luz podem ser visualizadas na
Figura 13. A regido do floema das plantas doentes, conforme mostra a Figura 13.1, encontrava-se
escurecida devido a provavel agdo dos fitoplasmas. Plantas sadias apresentam a regido vascular
clara, quase indistinguivel com relagdo ao tecido parenquimatico. As seccdes transversais desta
regido em plantas sadias revelaram tecidos integros, de cor clara e, assim como na visualizagdo a
olho nu, ¢ imperceptivel a diferenca existente entre tecidos uma vez que ndo foram utilizados
corantes diferenciais (Figura 13.2). Nas amostras das plantas com sintoma, a regido do floema
(Figuras 13.3 e 13.4) apresenta-se escurecida e com inicio de degeneracdo celular. Os tecidos,
tanto vasculares como os parenquimaticos, podem ser nitidamente diferenciados mesmo sem o
uso de corante, pois as alteragdes causadas pela provavel presenca do fitoplasma no floema

sugerem inducdo de alteragcdo em tecidos adjacentes ao floema também.
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Figura 13- Micrografia de luz da regido vascular de plantas de couve-flor. 1. Sintoma de escurecimento da regido dos
feixes vasculares (seta) em caule de couve-flor coletados em campo. 2. Seccdo transversal da regido
vascular de planta sadia. 3. Secgdo transversal da regido vascular de planta doente, com sintomas de
escurecimento do floema e degeneragdo celular em regides adjacentes ao floema (seta). 4. Detalhe da
regido vascular de couve-flor doente (seta). Floema (F), procambio (p), xilema (X) e parénquima (p)

Segundo Khan; Srivastava; Singh (2006), o escurecimento da regido do floema em plantas
de couve-flor infectadas por fitoplasmas deve-se, provavelmente, a respostas de resisténcia da
planta a infec¢do de fitoplasma. Os fitoplasmas também causam alteragdes na concentragdo de
metabolitos e alguns destes estdo envolvidos nos mecanismos de defesa das plantas (CHOI et al.,
2004; JUNQUEIRA; BEDENDO; PASCHOLATI, 2004).

Necrose de floema também estda no quadro de sintomas de doencas associadas a
fitoplasma (STRETEN; GIBB, 2006). A infeccdo por fitoplasma pode produzir metaboélitos que
rompem com a integridade do tecido do floema (GUTHRIE et al., 2001). Em plantas de sésamo
foi observada a formagdo de exudatos escurecidos em decorréncia da infecgdo por fitoplasmas

(AKHTAR et al., 2009). Estudos histolégicos mostraram que fitoplasmas induzem aberracdes
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anatomicas como a deposi¢cdo de calose nos elementos crivados, seguido de colapso do sistema
de transporte de seiva e afetam também na diferenciacao destes tecidos (GARNIER et al., 2001).

O escurecimento de vasos condutores em couve-flor também j4 foi atribuido a doengas
causadas por patdgenos fungicos. Sintomas ocasionados por infec¢do por fitoplasma em outras
culturas, como o milho, também j& foram atribuidos a outros patégenos, como o Fusarium sp. €
outras bactérias fastidiosas (JOVIC et al., 2007). Pilkington et al. (2004) também relatam um
escurecimento nos tecidos logo abaixo da periderme em plantas de alfafa e este escurecimento
diferiu daquele causado por outra bactéria vascular, Clavibacter sp. Os autores vinculam este
sintoma com a infec¢ao pelo fitoplasma associado a doenga ‘Australian lucerne yellows’.

A ilustra¢ao dos cortes histologicos observada na Figura 13 e as ilustracdes na Figura 1
estdo de acordo com a descricdo de sintomas que ocorrem em outras brassicas, como repolho
(AMARAL MELLO, 2007) e brocolis (ECKSTEIN et al., 2008). Nos Estados Unidos, em
plantas de repolho também foram observados estes sintomas, ou seja, vasos escurecidos,

proliferagao de brotos laterais na base da planta e avermelhamento das folhas (LEE et al., 2003).

2.3.7 Deteccao e identificacdo de fitoplasmas em cigarrinhas

Como tentativa para identificar cigarrinhas portadoras de fitoplasmas e para identificar os
fitoplasmas encontrados nestes insetos, cinco grupos de morfotipos foram submetidos a analise
de PCR. Dentre os cinco grupos de morfotipos de cigarrinhas avaliados, fitoplasmas foram
detectados em dois destes grupos, através da amplificacdo de fragmentos gendmicos de
aproximadamente 1,2 kb, visualizados na forma de bandas em gel de agarose (Figura 14).
Exemplares de cada um destes grupos, os quais haviam sido mantidos em laboratério, foram
encaminhados para a Dra. Keti Zanol, taxonomista especializada na subfamilia Deltocephalinae,
para identificacdo dos insetos ao nivel de espécie. As cigarrinhas foram classificadas como
pertencentes as espécies Balclutha hebe (Kirkaldy, 1906) e Exitianus obscurinervis (Stal, 1959)
(Figura 15).
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Figura 14- Amplificagdo do 16S rDNA de fitoplasmas presentes em cigarrinhas dos grupos de morfotipos 1 e 2.
Colunas: (M) marcador molecular 1 kb Ladder; (1) amostra de cigarrinhas Balclutha hebe; (2) amostra de
cigarrinhas Exitianus obscurinervis; P(-) padrao negativo representado por um inseto Deltocephalinae
coletado na area; P(+) controle positivo representado por planta de vinca infectada por fitoplasmas

Figura 15- Cigarrinhas coletadas em cultura de couve-flor, representantes de dois grupos de morfotipos, nos quais
foram detectados fitoplasmas. 1. Exemplar de Balclutha hebe; 2. Exemplar de Exitianus obscurinervis
(Fonte: www.bugguide.net)

Embora fitoplamas fossem detectados em representantes da espécie E. obscurinervis,
ndo foi possivel proceder a identificacdo destes fitoplasmas, pois as amplifica¢cdes obtidas no
PCR ndo foram adequadas para serem usadas nas analises de RFLP ou sequenciamento do
fragmento gendmico. Em contrapartida, foi possivel clonar e sequenciar o fragmento amplificado
de 1,2 kb, detectado em B. hebe. A sequéncia obtida foi aqui denominada de B. hebe, contendo
1245 pares de bases e encontra-se descrita no Apéndice deste trabalho. O sequenciamento foi

repetido por trés vezes. A sequéncia nucleotidica foi utilizada para analise virtual de RFLP e
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mapa de sitio putativo de restricao através de programas de computador apropriados para este
tipo de analise. Os perfis virtuais gerados pelo fitoplasma encontrado na amostra de B. hebe
foram praticamente indistinguiveis daqueles apresentados pelo fitoplasma agente da necrose
apical do mamoeiro, um representante do grupo 16SrXIII (Figura 16). Além disso, os sitios
putativos de restricdo foram muito similares para ambos os fitoplasmas em relacdo as enzimas
selecionadas para este tipo de andlise (Figura 17). A arvore filogenética foi construida a partir da
sequéncia do fitoplasma encontrado em B. hebe, fitoplasmas representantes de 18 diferentes
grupos de classificacdo (Figura 18) e mostrou que o fitoplasm identificado na cigarrinha fica
alocado no mesmo ramo que o fitoplasma agente da necrose apical do mamoeiro. Os valores do
‘bootstraping’ foram suficientes para suportar a posicdo dos ramos componentes da arvore
filogenética.

O presente trabalho mostrou que plantas sintomaticas de couve-flor também eram
portadoras de fitoplasmas pertencentes ao grupo 16SrXIII, portanto a presenga de fitoplasmas
deste mesmo grupo em insetos coletados na cultura ou nas suas proximidades sugere que os
representantes de B. hebe possam ter alguma relacdo com a transmissdo do fitoplasma agente da
doenca em couve-flor. Ressalta-se que em plantas de brdocolis com enfezamento, também
amostradas na regido do Cinturdo Verde, foram detectados fitoplasmas pertencentes ao grupo
16SrXIII (ECKSTEIN et al., 2009). Apesar de o presente trabalho mostrar a predominancia de
fitoplasmas do grupo 16SrIlIlI e da ocorréncia de fitoplasmas do grupo 16Srl em associagdo com
plantas de couve-flor mostrando sintomas de enfezamento, nenhum representante destes grupos
foi identificado nos insetos da espécie B. hebe. No entanto, fitoplasmas dos grupos 16Srl e
16SrIlII foram detectados tanto em plantas de repolho com enfezamento como em cigarrinhas da
subfamilia Deltocephalinae, indicando que insetos desta subfamilia podem estar envolvidos na
transmissdo dos fitoplasmas para a cultura do repolho na regido de Ibitina-SP, que também faz

parte do cinturdo verde de Sao Paulo (AMARAL MELLO, 2007).
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Figura 16- Padrdes de restricdo gerados pela analise virtual de RFLP do 16S rDNA do fitoplasma associado ao

enfezamento da couve-flor, encontrado em cigarrinhas da espécie B. hebe
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Figura 17- Analise dos sitios putativos de restri¢do do 16S rDNA do fitoplasma associado ao enfezamento da couve-

flor, encontrado em cigarrinhas da espécie B. hebe
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Figura 18- Arvore filogenética construida com representantes de 18 diferentes grupos de fitoplasma, 4 representantes
do grupo 16SrXIII, o fitoplasma encontrado em B. hebe e o procarioto Acholeplasma laidlawii, utilizando
o método de ‘Neighbor-Joining’. Os nlimeros nos ramos representam valores de confianga no
‘bootstraping’
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A espécie B. hebe foi encontrada em maior abundancia nos locais amostrados, seguida
por E. obscurinervis. A abundancia de uma determinada espécie de inseto em uma area ¢ um dos
primeiros indicativos de que esta espécie possa estar envolvida na disseminagdo do patdgeno
(PILKINGTON et al., 2003).

Outra informagao importante ¢ em relagdo a propensao do inseto encontrado na area em
se alimentar em plantas da espécie em estudo, sobrevivendo, portanto, na cultura. Isto reforca a
ideia de que aquele inseto possa ser um provavel vetor do agente patogénico. Apesar de se
alimentar de capim, E. exitiosus pode transmitir molicutes como o espiroplasma, agente do
enfezamento, para plantas de milho (NAULT, 1980). Em funcdo da diversidade de cigarrinhas
presentes no Brasil € possivel que insetos vetores neste pais sejam diferentes daqueles relatados
no exterior, principalmente daqueles que ocorrem em regides temperadas. E provavel também
que outras espécies além destes potenciais vetores também possam vetorar o patdgeno em areas
de couve-flor. Arocha et al. (2009) encontraram Exitianus sp. em campos de capim napier com
sintomas de enfezamento e 60% dos individuos carregavam fitoplasma do subgrupo 16SrlII-A.
Trata-se de insetos polifagos e, sendo assim, apresentam potencial para transmitir patdgenos para
uma ampla gama de espécies botdnicas (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006).

O conhecimento de espécies vetoras de fitoplasmas pode auxiliar no esclarecimento de
aspectos epidemioldgicos importantes, como a gama de hospedeiros alternativos do patogeno e
do inseto. Estas cigarrinhas sdo fortes candidatas a vetor de fitoplasmas e experimentos de
transmissdo poderdo demonstrar o seu papel no patossistema formado pela couve-flor e

fitoplasmas.

2.3.8 Transmissao de fitoplasmas por cigarrinhas

Insetos da espécie B. hebe, por serem mais abundantes nos campos cultivados com couve-
flor, foram confinados em 15 plantas de couve-flor e as cigarrinhas E. obscurinervis, em 6
plantas, por ocorrerem em menor propor¢do no campo amostrado (Figura 19). A partir das 5
amostras compostas, sendo cada amostra constutida por 3 plantas submetidas a inoculacdo por B.
hebe, apenas uma resultou em reacdo positiva para a presenca fitoplasmas (Figura 20.A).
Nenhuma planta, no entanto, apresentou sintoma da doenga. Estes resultados revelaram que num
grupo de aproximadamente 100 insetos coletados ao acaso num campo comercial, pelo menos um

estava infectado pelo fitoplasma agente da doenca, sendo capaz de transmitir o mesmo para pelo
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menos uma planta sadia de couve-flor. Este resultado sugere que possivelmente insetos desta
espécie possam estar envolvidos com a transmissdo do patdogeno do enfezamento da couve-flor.
O sucesso de transmissdo de fitoplasmas por cigarrinhas ¢ geralmente baixo, como, por exemplo,
relatado no tabalho de Jarausch et al. (2001), os quais demonstraram menos de 1% de sucesso na
transmissdo de fitoplasma com Cacopsylla pruni para plantas de abrico. Os resultados obtidos no
presente estudo, portanto, abrem uma porta para investigagdes mais detalhadas sobre uma
possivel atuacdo de insetos desta espécie como vetores dos fitoplasmas agentes do enfezamento.
Deve ser lembrado que este tipo de resultado pode ser considerado como um dos primeiros
indicios para investigagdes mais especificas, visando a identifica¢do de vetores.

Quanto aos insetos da espécie E. obscurinervis, nas duas amostras compostas constituidas
de 3 plantas ndo foi detectada a presenca de fitoplasmas. Isto ndo permite afirmar que individuos
da referida espécie ndo sejam capazes de veicular os fitoplasmas associados a doenca, pois o
nimero de insetos testados foi muito pequeno, reduzindo em muito a probabilidade de se
encontrar algum exemplar portador dos agentes do enfezamento.

Em relacdo as plantas de vinca, nas quais os insetos de B. hebe foram confinados, apesar
de nenhuma planta ter mostrado sintoma da doenca, fitoplasmas foram encontrados em uma das
plantas, de um total de seis plantas analisadas individualmente (Figura 20.B). Este resultado esta
em conformidade com aquele obtido para insetos desta espécie confinados em plantas de couve-
flor, se constituindo num indicativo de que possivelmente esta espécie esteja envolvida com
transmissdo dos fitoplasmas.

A identifica¢do dos fitoplasmas que foram transmitidos pela cigarrinha para plantas de
couve-flor e vinca foi realizada pela aplicagao de PCR duplo com os pares de primers especificos
na segunda reacdo. A andlise dos produtos de PCR revelou a amplificacdo de fragmentos
genomicos de 1,1 kb e 0,8 kb, evidenciando a presenca simultdnea de fitoplasmas pertencentes
aos grupos 16Srl e 16Srlll, tanto na amostra composta de couve-flor como na planta individual
de vinca ( Figura 21). Estes resultados sdo concordantes com aqueles encontrados nas plantas de
couve-flor que exibiam sintomas de enfezamento coletadas em campos comerciais, as quais

revelaram associagdo de fitoplasmas dos grupos 16Srl e 16SrIIl com plantas.



72

Figura 19- Ensaio de transmissdo de fitoplasmas por meio de cigarrinhas das espécies Balclutha hebe e Exitianus
obscurinervis. 1. Os insetos foram confinados sobre mudas de couve-flor gaiolas feitas com garrafas
plésticas. 2. Detalhe da cigarrinha sobre a planta
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Figura 20- Deteccdo de fitoplasmas em plantas de couve-flor, transmitidos por insetos coletados no campo. As
amplificagdes do 16S rDNA foram obtidas por duplo PCR com os iniciadores P1/Tint e R16 F2n/R2. Gel
A: colunas de 1-5 representam amostras compostas de couve-flor submetidas a insetos de B. hebe;
colunas de 5-6 representam amostras compostas de couve-flor submetidas a insetos da espécie E.
obscurinervis. Gel B: amostra de planta de vinca (V) positiva para a presen¢a de fitoplasma submetida a
transmissdo por insetos da espécie B. hebe . Para os géis A e B: (M) marcador molecular 1 kb Ladder;
(P-) controle negativo representado por planta de vinca sadia; (P+) controle positivo representado por
planta de vinca infectada por fitoplasmas

Primer Grupo | Primer Grupo 11
P~ P+ ¥ 3 P~ P+ M

Figura 21- Identificagdo de fitoplasmas dos grupos 16Srl e 16Srlll em plantas de couve-flor e vinca para as quais
foram transmitidos fitoplasmas por insetos da espécie B. hebe coletados no campo. Amplificagdes
foram obtidas através de duplo PCR com os iniciadores P1/Tint na primeira reagdo ¢ R16(I)F1/R1 e
R16(IIT)F2/R1 na segunda reagdo. Colunas: (M) marcador molecular 1 kb Ladder; (V) planta de vinca;
(3) plantas de couve-flor; (P-) padrdo negativo representado po planta de vinca sadia; (P+) padrdo
positivo representado por vinca



74

As cigarrinhas provenientes do campo conseguiram sobreviver nas plantas até o quarto
dia apés o confinamento, quando as gaiolas foram retiradas. Os grupos de insetos, tanto da
espécie B. hebe como de E. obscurinervis, confinados em cada planta de couve-flor e nas plantas
de vinca, foram coletados ap6s o quarto dia e tiveram o DNA extraido e usado em PCR, visando
a deteccdo de fitoplasmas em seus tecidos. Todos os grupos de insetos geraram resultados
positivos (dados ndo mostrados), indicando que os mesmos eram portadores de fitoplasmas; no
entanto a identificagdo dos mesmos ndo foi realizada devido a ma qualidade do DNA obtido. O
fato de ter sido constatado um periodo curto de sobrevivéncia dos insetos nas plantas de couve-
flor evidencia que estas espécies vegetais possivelmente ndo hospedem os insetos. Como a
doenca tem inicio nos bordos dos campos plantados com couve-flor, pode-se formular a hipdtese
de que as cigarrinhas se hospedam em plantas que ocorrem nas areas de mata ou de pastagens,
localizadas nas proximidades da cultura. De acordo com Pilkinton e colaboradores (2004), o
inseto ndo necessariamente deve habitar ou preferir se alimentar na planta hospedeira do

fitoplasma para ser considerado vetor da doenca.

2.3.9 Transmissao de fitoplasmas através da cuscuta

Um periodo de 30 dias foi necessario para o estabelecimento da cuscuta nas duas plantas
de couve-flor sintomaticas e sabidamente infectadas com fitoplasmas que serviram como plantas
fonte do patdgeno (Figura 22.1 e 22.2). Ap0s este periodo, os filamentos da planta parasita foram
conduzidos para plantas de vinca crescidas em vasos, as quais foram colocadas nas proximidades
das plantas de couve-flor.

Os primeiros sintomas induzidos pelos fitoplasmas foram observados em plantas de vinca
a partir de quatro semanas ap0ds o estabelecimento do contato entre plantas através da cuscuta. Os
sintomas se caracterizaram por clorose foliar, superbrotamento dos ramos e enfezamento da
planta (Figura 22.3).

A partir da planta de couve-flor denominada de Cf1 foram obtidas duas plantas de vinca
infectadas com fitoplasmas e da planta denominada de Cf2, foi obtida uma planta doente de
vinca. Além dos sintomas exibidos pelas plantas, a presenca do fitoplasma foi comfirmada pela
amplificacdo de fragmentos de DNA de aproximadamente 1,2 kb, correspondentes ao 16S rDNA,
através do emprego de PCR conduzido com os primers universais para a deteccao de fitoplasmas

(Figura 23). O duplo PCR com iniciadores especificos (Figura 24) resultou na amplificagdo de
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fragmentos genomicos de 1,1 kb a partir de DNA extraido da planta de vinca identificada por V3,
demonstrando que a planta de couve-flor Cf2 era portadora de fitoplasmas do grupo 16Srl. Em
contrapartida, fragmentos de 0,8 kb foram amplificados quando o DNA foi extraido das plantas
de vinca V1 e V3, revelando que a planta Cfl abrigava em tecidos fitoplasmas do grupo 16SrIIl.
Com isto, ficou demonstrada a transmissdao dos fitoplasmas e a evidéncia de que fitoplasmas

distintos podem ser os agentes causais do enfezamento da couve-flor.
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Figura 22- Transmissdo de fitoplasmas, através da cuscuta, a partir de plantas de couve-flor infectada para plantas
sadias de vinca. 1 e 2 - Estabelecimento da cuscuta em planta doente de couve-flor. 3 - Presenca de
clorose foliar e superbrotamento em planta de vinca induzidos por fitoplasmas
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Figura 23- Amplificagdo do 16S rDNA de fitoplasmas através de duplo PCR com os iniciadores P1/Tint e R16
F2n/R2, confirmando a transmissdo de fitoplasmas a partir de plantas de couve-flor infectadas para
plantas sadias de vinca. Colunas: (M) marcador 1 kb Ladder; plantas de vinca (V1 ¢ V2) associadas a
planta de couve-flor Cfl através da cuscuta; planta de vinca (V3) associada a planta de couve-flor Cf2,
através da cuscuta; (V) planta de vinca sadia; (P+) planta de vinca infectada previamente por fitoplasmas

Primer Grupo I Primer Grupo IIT

itk vi o vZ2 V3 P+ W1 W2 V3

1.1 kb
0.8 b

Figura 24- Amplificagdo do 16Sr DNA de fitoplasmas presentes em plantas de vinca, através de duplo PCR com
os iniciadores P1/Tint na primeira reacdo ¢ R16(I)F1/R1 e R16(II1)F2/R1 na segunda reagdo, para
identificagdo de fitoplasmas dos grupos 16Srl e 16Srlll, respectivamente, em plantas de vinca positivas
para a transmissao de fitoplasmas feita por meio da cuscuta. Colunas: (M) marcador molecular 1 kb
Ladder; (V1, V2, V3) vinca; (P+) padroes positivos representados por vincas infectadas por
fitoplasmas dos grupos 16SrI (1,1 kb) e 16SrIII (0,8 kb)
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2.3.10 Anélise epidemiologica

2.3.10.1 Distribui¢do espacial

A distribuig@o espacial foi avaliada em campos localizados em Sorocaba-SP, observando-
se os sintomas visualmente. As ilustracdes das areas avaliadas e dos sintomas estdo na Figura 1.
Os mapas das areas avaliadas, representando plantas sadias (quadrados brancos) e plantas com
sintomas (quadrados pretos), sdo apresentados na Figura 25, contendo o niumero de plantas em
cada area e a incidéncia (p) da doenga. As areas 1 a 3 sdo do hibrido Barcelona e foram avaliadas
em setembro de 2007; as areas 4 a 7 sdo do hibrido Cindy e foram avaliadas em marco de 2008;
as areas 8 a 10 sao do hibrido Sarah e foram avaliadas em abril de 2008. As avaliagdes foram
feitas no final do ciclo de cultivo, ou seja, quando inflorescéncia ou “cabecas” estavam formadas,
facilitando a visualiza¢do dos sintomas.

A incidéncia mais baixa observada em campo foi de 4% (p=0,04) na area 2 e a mais alta
foi de 42% (p=0,42) na area 10. Embora ndo tenha sido feita andlise temporal da doenca,
observa-se um aumento gradual da incidéncia da doenca no campo no decorrer do tempo, o que
pode ser devido a presenga constante do indculo conferida pelas plantas infectadas e ao plantio

sucessivo da cultura e elevado nimero de cigarrinhas no campo.
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As avaliagdes do enfezamento em couve-flor foram feitas no final do ciclo da cultura
devido a manifestagdo tardia do sintoma da doenga ocasionada por fitoplasma. Zhou et al. (2002)
relatam que a expressdo de sintomas de infeccdo por ‘Aster yellows’ em alface tende a ocorrer
logo antes da colheita e que em campos com altas propor¢des de plantas sintomadticas deve
também haver muitas plantas que foram infectadas e iriam manifestar sintomas se ndo fossem
colhidas.

Observou-se um aumento da incidéncia da doenga na éarea, no periodo de estudo. O
problema tem ocorrido com maior intensidade nos ultimos anos, como observam o0s proprios
agricultores da regido. Aparentemente os problemas ocasionados por fitoplamas apresentam
determinadas épocas de pico e depois sao novamente esquecidos. No caso do café, a doenca
‘Coffee crispiness disease’, ocasionada por fitoplasma, ndo traz prejuizos sobre a producdo. No
entanto, em casos extremos, a produtividade pode ser drasticamente reduzida, como tem ocorrido
desde 1997 na Colombia (GALVIS et al., 2007). Estas ocorréncias intermitentes de doengas
causadas por fitoplasmas também sdo relatados para cultivos de cenoura e repolho nos Estados
Unidos (LEE et al., 2003).

Padrdes espaciais sdo caracteristicas importantes para definir a fungdo e a dinamica de
sistemas ecoldgicos (ZHOU et al., 2002). A incidéncia de infec¢do por fitoplasma é dependente
do nimero e abundancia de insetos vetores e de plantas alternativas que abrigam o patéogeno
(SHARON et al., 2005). A incidéncia pode ser maior se plantas daninhas ou outras plantas atuam
como reserva de fitoplasmas e de insetos vetores (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006). Assim, o
controle de daninhas que ocorrem nas areas de cultivo da couve-flor, tanto adjacentes aos campos
quanto nas entrelinhas, pode contribuir para a reduc¢ao da incidéncia da doenga.

O uso de inseticidas, mesmo que frequente, ndo controla totalmente o aparecimento de
doenca porque a transmissdo do patdgeno pode ocorrer mais rapido do que a a¢dao dos produtos
(WEINTRAUB, 2007). Além disso, ha constante influxo de novos vetores para o campo de
cultivo. Porém, segundo Weintraub (2007), o emprego de inseticidas pode ajudar a controlar a
populagdo de vetores e reduzir a transmissdo do patdogeno dentro da cultura.

As plantas de couve-flor cultivadas nas areas 1, 2 e 3 eram do hibrido Barcelona
(Hoticeres), para meia estagdo. Os outros dois hibridos eram Cindy e Sarah, ambos precoces de
verdo (Sakata). As areas cultivadas com o hibrido Barcelona apresentaram baixa incidéncia de

enfezamento, que poderia ter sido ocasionado pelas diferengas nas temperaturas entre as épocas
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nas quais avaliacdes da distribui¢do espacial da doenca foram realizadas, pela preferéncia do
vetor a diferentes hibridos do hospedeiro ou por haver a possibilidade de reacdo diferente a
infec¢do por fitoplasma entre hibridos de couve-flor.

Fatores ambientais podem influenciar no comportamento das cigarrinhas, por isso pode
ter ocorrido maior incidéncia do enfezamento no primeiro semestre do ano de 2008. As
cigarrinhas coletadas em campos de couve-flor portando fitoplasmas, identificadas no presente
trabalho, B. hebe e E. obscurinervis, sdo insetos encontrados principalmente em regides tropicais
e subtropicais (PARADELL; VIRLA; TOLEDO, 2001; KNIGHT, 1987). Em temperaturas mais
altas, que ocorrem no sudeste brasileiro no verdo, podem ter seu ciclo acelerado e também o
aumento da atividade de machos em busca das fémeas (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006).
Estes fatores podem estar envolvidos no aumento da incidéncia do enfezamento da couve-flor nos
primeiros meses do ano de 2008.

Danos sazonais na produg¢do de batata ocasionados pela doenga ‘Potato purple top’,
causada por fitoplasma transmitido pela cigarrinha Ciculifer tenellus, estao associados com a
ocorréncia e abundancia de cigarrinhas que aparecem nos campos de cultivo logo no inicio do
verdo (MUNYANEZA et al., 2008). Assim, melhor compreensdo a respeito da dinamica de
populacdo de insetos em cultivos de couve-flor pode auxiliar no manejo da doenca associada a
fitoplasma nesta cultura.

Os diferentes hibridos de couve-flor cultivados em Sorocaba podem apresentar
comportamento distinto quanto a infec¢do por fitoplasma. No entanto, nada se conhece a respeito.
Lederer; Seemiiller (1991) discutem a possibilidade de existir diferenca na sucetibilidade de
espécies de Alnus para infecgdao por fitoplasmas, porém isto pode ser devido a preferéncia da
cigarrinha vetora. A ocorréncia de doencas ocasionadas por fitoplasmas estd intimamente
relacionada com a preferéncia do vetor aos seus hospedeiros e a capacidade de transmissdo do
patégeno (LEE; GUNDERSEN-RINDAL; BERTACCINI, 1998). Assim, maiores incidéncias da
doenca em dareas cultivadas com o hibrido Barcelona podem estar associadas a preferéncia dos

vetores a determinados hibridos de couve-flor.

2.3.10.2 indice de disperséo e aplicagdo da lei de Taylor modificada
Na Tabela 6 encontram-se os resultados do indice de dispersao (D) e incidéncia (p) para

cada parcela. Os maiores valores de D foram observados em ‘quadrats’ de 4x4 plantas. As areas 1
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a 4 apresentaram distribuicdo ao acaso e, pelo teste de Chi-quadrado, foi detectada agregacao da
doenca nas areas 5 a 10, que apresentavam incidéncias maiores do que 25%.

As areas 1 a 3 foram avaliadas em setembro de 2007, enquanto as avaliagdes das outras
areas foram feitas no primeiro semestre de 2008. Houve, portanto, aumento da incidéncia da
doenga de um ano para outro e, conforme se elevou a incidéncia, agregagdo da doenga também
foi detectada.

Os valores dos parametros b e log (A) e o R* da lei de Taylor modificada encontram-se na
Tabela 7. Nos campos de couve-flor analisados neste trabalho, foi detectada agregagdo quando as
areas foram divididas em 3x3 e 4x4 plantas. Valores de log (A) estatisticamente maiores do que
zero e de b superiores a 1 sdo indicativo de agregacdo. Quanto maior for o valor de b, mais
agregados estdo as plantas doentes e a agregacdo varia de acordo com a incidéncia. A
representacao grafica da lei de Taylor estd na Figura 26. A inclinagdo de 1,33 da reta obtida pelos

pontos, que representam cada parcela avaliada, indica a agregagdo da doenca (R*=0,98).



84

Tabela 6- Incidéncia em propor¢do (p) e indices de dispersao (D) em diferentes divisdes em ‘quadrats’ do
enfezamento da couve-flor em dez areas analisadas

D
Areas  p 2X2  3X3  4X4

0,0590 1,1952 1,1439 1,0895
0,0460 1,0130 0,9524 0,9002
0,0675 1,1239 1,3553 1,2843
0,700 1,0612 0,9806 1,4653
0,3695 1,1598 1,5979* 1,9913*
0,3377 1,1385 11,1848 1,5499*
0,3805 1,1919* 1,3943* 1,4438*
0,2602 1,2076* 1,3456* 1,8722*
0,3057 1,3089* 1,5449* 1,6510*

0,4273 1,4099* 1,7380* 1,9164*
*D= variancia observada/variancia binomial. Significancias (*) foram calculadas pela distribuicdo de chi-quadrado.
Valores significativamente maiores que 1 indicam agregacdo de plantas sintomaticas (P < 0,05)

S0 NOUL B W —

Tabela 7- Pardmetros A e b da lei de Taylor modificada e R* calculados para cada ‘quadrat’
Conjunto das areas
‘Quadrats’ b Log(A) R?

2X2 1,07 0,18%* 0,98

3X3 1,18%  0,44%* 0,96

4X4 1,33* 0,86* 0,98
* Valores significativamente diferentes de 1 para b e de zero para log(A), pelo teste t, ao nivel de 5% de
probabilidade

1,0
2 20
S
3 y = 1,3364x + 0,8643
e R? = 0,9849
'3,0 = T
-3,0 2,0 1,0

Log (V)

Figura 26- Relagdo entre os logaritmos da varidncia da incidéncia observada e da variancia binomial tedrica para a
dindmica espacial do enfezamento da couve-flor (‘quadrat’ 4x4). Dados de dez campos analisados em
conjunto. A linha cheia representa a relacdo log (V) = log (A) + b log (Vyin). Log (A) € diferente de
zero (p<0,05) e b ¢ diferente de 1. A linha pontilhada representa a situacao hipotética de aleatoriedade
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As areas analisadas eram adjacentes a locais de pastagem e floresta e o controle de plantas
daninhas que se desenvolvem nas entrelinhas do plantio de couve-flor ndo era feito com muito
esmero, proporcionando o desenvolvimento das daninhas por entre a cultura (Figura 1.1).
Portanto, cigarrinhas que possam estar atuando como vetores do agente causal podem ser
advindas de areas externas as areas de plantio, além de se abrigar nas plantas invasoras presentes
nas entrelinhas da cultura. Plantas que permanecem fora das areas da cultura sdo fundamentais
para a manuteng¢ao de indculo e disseminagdo da doenca causada por fitoplasma (CARRARO et
al., 2002). Estes fatores podem explanar a ocorréncia de agregacdo do enfezamento na cultura da
couve-flor.

Segundo Laranjeira e colaboradores (1998), o aspecto que mais esclarece no estudo da
epidemiologia da doenc¢a ndo ¢ a ocorréncia ou ndo de agrega¢do, mas, sim, a partir de qual valor
de incidéncia a agregacdo pode ser identificada. Para o enfezamento da couve-flor, agregacao
ocorreu em campos onde a incidéncia era maior do que 25%. Assim, conforme ocorre o aumento
da incidéncia, existe a tendéncia de se encontrar agregagdo da doenca na area. Devido a alta
incidéncia encontrada nos campos de couve-flor, ¢ possivel que mais de uma espécie de
cigarrinha possa estar atuando como vetora de fitoplasmas.

Para ‘Aster yellows’ em alface, doenga causada por fitoplasma, incidéncias maiores que
0,052 sao requeridas para que agregagao seja detectada (MADDEN et al., 1995). A incidéncia da
mesma doenga em alface variou de 3 a 72%, e a maioria dos campos avaliados (53%) apresentou
agregacao da doenca (BEANLAND et al., 2005). A distribuicdo espacial do enfezamento do
repolho foi agregada e, neste caso, valores baixos de incidéncia, como 4,7%, foram suficientes
para que a agregacao fosse detectada (AMARAL MELLO, 2007).

Beanland; Noble; Wolf (2006) observaram que a ocorréncia de agregacdo era mais
frequente em areas maiores. Nas areas de couve-flor avaliadas neste trabalho, do mesmo modo,
agregacao foi observada em areas que continham maior nimero de plantas para serem avaliadas,
ou seja, de 550 a 795 plantas.

A agregacdo da doenca no campo de cultivo também evidencia que a infec¢do ndo ocorre
nos viveiros de muda, mas apds o estabelecimento da cultura (BEANLAND; NOBLE; WOLF,
2006).

O parametro b significativamente maior que 1 ¢ indicativo de agregagdo e isto ¢ um

atributo importante na caracteriza¢do espacial de espécies vetoras (TAYLOR et al., 1984). A
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doenca ocasionada por fitoplasma em repolho revelou parametro b igual a 1,21 (AMARAL
MELLO, 2007). Em alface foi relatado inclinacdo de 1,18 e este resultado ¢ atribuido a
transmissdo persistente pelo vetor Macrosteles quadrilineatus (MADDEN et al., 1995). Para o
patossitema Xylella fastidiosa e citros, que apresenta como vetor cigarrinhas Cicadelidae, o
parémetro b calculado por Laranjeira (1997) foi de 1,13. Para o enfezamento da couve-flor, no
presente trabalho, a inclinagdo foi de 1,33. A inclinacao da reta indica que o padrdo espacial de
doengas com vetor varia mais em fun¢do do comportamento do vetor do que com fatores
caracteristicos do patdogeno ou do hospedeiro (BERGAMIN FILHO et al., 2002). A grande
vantagem da lei de Taylor sobre outros métodos de estudo do padrio espacial de doengas é que a
agregacao de todo o conjunto de dados ¢ descrito pelo menor numero de parametros (A e b). O
indice de dispersdo, por sua vez, requer um parametro D para cada subconjunto de dados
(BERGAMIN FILHO et al., 2007)

Os resultados obtidos com a lei de Taylor modificada para o enfezamento da couve-flor
estao de acordo com os resultados obtidos com o indice de dispersdo. Portanto, plantas de couve-

flor com sintomas de enfezamento exibem acentuada agregacao.



87

2.3.10.3 Determinagdo das areas isOpatas

Através das areas isOpatas ¢ possivel observar linhas no espago com a mesma
intensidade de doenga e o gradiente de doenca que move-se a partir do foco (BERGAMIN
FILHO et al., 2002). A analise de areas isOpatas foi feita a partir dos mapas das areas que indicam
a presenca de plantas doentes e sadias. Cada cor representa determinado intervalo de incidéncia.
Observa-se a concentragao dos focos da doenga tendo inicio nos bordos das areas, indicando que
a doenca ¢ introduzida a partir das areas externas e vai avangando para o centro das areas. Focos
também vao surgindo no centro da area a medida que a incidéncia da doenga aumenta. Isto pode
ser conferido nas areas 3, 4 ¢ 5 (Figura 27).

Para o enfezamento do repolho também houve indicacao clara através das areas isopatas
de que a doenga ¢ introduzida na area de plantio a partir de areas externas, pricipalmente aquelas
proximas as areas de mata, devido a presenca de focos da doenga nos arredores da cultura
(AMARAL MELLO, 2007). Em vinhedos na América do Norte, videiras infectadas com
fitoplasmas exibem agregacao e a ocorréncia de plantas doentes ¢ relacionada com a transmissao
por insetos vetores que se movem para dentro da cultura a partir de matas adjacentes a ela
(BEANLAND et al., 2005).

Portanto, o enfezamento da couve-flor pode estar sendo introduzido nas areas de cultivo

a partir de areas de mata através de insetos vetores que ali se abrigam.
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Figura 27- Areas isOpatas dos dez campos de campos de couve-flor com sintomas de enfezamento. As cores indicam
variagdo nos valores de incidéncia, ou seja, verde para menor incidéncia e vermelho para maior
incidéncia, além das cores intermedidrias (continua)
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3 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel associar a ocorréncia de
fitoplasma com plantas de couve-flor com sintomas de enfezamento e constatar a possibilidade de
infecgdes assintomaticas. Os fitoplasmas pertencentes aos grupos 16SrIII-J, 16SrXIII e 16SrXV-
A estdo associados a plantas de couve-flor com sintomas de enfezamento, porém houve
predominancia de fitoplasma do grupo 16SrlIIl.

Cigarrinhas das espécies Balclutha hebe e Exitianus obscurinervis, coletadas em campos
de couve-flor, se mostraram portadoras de fitoplasma. Foi identificado fitoplasma pertencente ao
grupo 16SrXIII na espécie B. hebe, que foi capaz de transmitir fitoplasma para couve-flor e vinca
no ensaio de transmiss@o. Foi também possivel transmitir fitoplasmas, através da cuscuta, a partir
de plantas doentes de couve-flor para plantas de vinca.

No campo, plantas de couve-flor com sintomas de enfezamento encontravam-se agregadas
e o patdgeno foi introduzido a partir de areas externas, sendo o foco da doenga localizado nos

bordos das areas cultivadas.
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Amostra Sr3 - 1243 pares de bases

TGCTAAGACTGGATAGGAAAAGTAAGAGCATCTTTACTTTTTTAAAAGACCTTCTTTGAAGGTATGCTTAAGGAGGGG
CTTGCGACACATTAGTTAGTTGGCAGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGACTTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTG
ACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTACCTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTAAGGAAGAAAAAAGAGTGGAAAA
ACTCCCTTGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAAGGGGCGAGCG
TTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATAGTTTAATTTCAGCGCTTAACGCTGT
TGTGCTATAGAAACTGTTTTACTAGAGTGAGTTAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATAT
ATGGAGGAACACCCGAAGGCGTAGGCGGCTTGCTGGGACTTTACTGACGCTGAAGCACGAAGGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGTAAAACCGGTACTGAAGTTAACACA
TTAAGTACTTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTAAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGA
TCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATTTTCTTGCGAAGTTATAGAAATATAAT
GAAGGTTATCAGGAAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTTCTAAAACGA
GCGCAACCCTTGTCGTTAATTGCCAGCATGTAATGATGGGGACTTTAACGAGACTGCCAATGAAAAATTGGAGGAAGG
TGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGTTGATACAAAGAGTAGCT
GAAACGCGAGTTCTTAGCCAATCTCACAAAATCAATCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTG
GAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTGACGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAA

Amostra Sr5 - 1241 pares de bases

TGCTAAGACTGGATAGGAAAAATAAGGGCATCTTTACTTTTTTAAAAGACCTTCTTTGAAGGTATGCTTAAGGAGGGG
CTTGCGACACATTAGTTAGTTGGCAGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTG
ACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTACCTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTAAGGAAGAAAAAAGAGTGGAAAA
ACTCCCTTGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAAGGGGCGAGCG
TTATCCGGAATTATAGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATAGTTTAATTTCAGCGCTTAACGCTGT
TGTGCTATAGAAACTGTTTTACTAGAGTGAGTTAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATAT
ATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGGCGGCTTGCTGGGACTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGTAAAACCGGTACTGAAGTTAACACAT
TAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATC
ATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATTTTCTTGCGAAGTTATAGAAATATAATGA
AGGTTATCAGGAAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTTCTAAAACGAGC
GCAGCCCTTGTCGTTAATTGCCAGCATGTAATGATGGGGACTTTAACGAGACTGCCAATGAAAAATTGGAGGAAGGTG
GGGATTACGTCAAATCATCATGCCCTTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGTTGATACAAAGAGTAGCTGA
AACGCGAGTTCTTAGCCAATCTCACAAAATCAATCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGGAGTTGGA
ATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTGACGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAA
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Amostra Mb2 - 1244 pares de bases

AAACGACTGCTAAGACTGGTAGGAGATAAGAAGGCATCTTCTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAAGG
AGGGGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGCTG
AACGGCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAA
CTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGATACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAAAAGATGGTG
GAAAAACCATTATGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGC
GAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTTAAC
ATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGTA
AATATATGGAGGAACACCATGAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAGGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTTGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAGACGTTGGGTTAAACCAGTGTCGAAGTTAA
CACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGT
GGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAATAC
AGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAG
GTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGC
TGAAGCGCAAGCTTTTGGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTT
GGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCATG

Amostra Mb3 - 1240 pares de bases

AAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGATAAGAAGGCATCTTCTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAAG
GAGGGGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGCT
GAACGGCCACATTGGTACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAA
ACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGATACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAAAAGATGGT
GGAAAAACCATTATGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGG
CGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTTAA
CATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAATGCGTA
ATATATGGACGAACACCATGAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGAGCAACA
GGGATTAGATACCCTGTAGTCCAACGCCGTAAACGATGAGTACTAGACGTTGGGTTAAACCAGTGTCGAAGCTAACAC
ATAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGTCGGGACTCCGCACAAGCGGTGGAT
CATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTG
GAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGG
GGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAA
GCGCAAGCTTTTGGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAA
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Amostra Mb5 - 1221 pares de bases

GAATTCACTAGTGATTGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAAAGTAAGGGCATCTTTACTTTTTTAAAAGACCTTC
TTTGAAGGTATGCTTAAGGAGGGGCTTGCGACACATTAGTTAGTTGGCAGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTG
TAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTACCTCGGTATGTAAAGTTCTTTTAT
TAAGGAAGAAAAAAGAGTGGAAAAACTCCCTTGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACATAAGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTGATAAGTCTATAG
TTTAATTTCAGCGCTTAACGCTGTTGTGCTATAGAAACTGTTTTACTAGAGTGAGTTAGAGGCAAGCGGAATTCCATG
TGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGGCGGCTTGCTGGGACTTTACTGACGCTGAGG
CACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGTA
AAACCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGAC
GGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATTTTCT
TGCGAAGTTATAGAAATATAATGAAGGTTGTCAGGAAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTAGGTTAAGTTCTAAAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAATTGCCAGCATGTAATGATGGGGACTTTAACGAGACTG
CCAATGAAAAATTGGAGGAAGGTGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACA
ATGGTTGATACAAAGAGTAGCTGAAACGCGAGTTCTTAGCCAATCTCACAAAATCAATCTCAGTTCGGATTGAAGTCT
GCAACTCGACTTCATGCAAGTTGGAATCGCTAAGTAATCTGCGTAATCAAG

Amostra Mb6 - 1287 pares de bases

GAATTCACTAGTGATTGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAAAGTAAGGGCATCTTTACTTTTTTAAAAGACCTTC
TTTGAAGGTATGCTTAAGGAGGGGCTTGCGACACATTAGTTAGTTGGCAGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTG
TAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTACCTCGGTATGTAAAGTTCTTTTAT
TAAGGAAGAAAAAAGAGTGGAAAAACTCCCTTGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACATAAGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATAG
TTTAATTTCAGCGCTTAACGCTGTTGTGCTATAGAAACTGTTTTACTAGAGTGAGTTAGAGGCAAGCGGAATTCCATG
TGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGGCGGCTTGCTGGGACTTTACTGACGCTGAGG
CACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGTA
AAACCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACATACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGAC
GGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATTTTCT
TGCGAAGTTATAGAAATATAATGAAGGTTATCAGGAAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGAT
GTTAGGTTAAGTTCTAAAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAATTGCCAGCATGTAATGATGGGGACTTTAACGAGACTG
CCAATGAAAAATTGGAGGAAGGTGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACA
ATGGTTGATACAAAGAGTAGCTGAAACGCGAGTTCTTAGCCAATCTCACAAAATCAATCTCAGTTCGGATTGAAGTCT
GCAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCGCGGGGTTTGT
ACACACCGCCCGTCAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATG
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Amostra Nbl - 1273 pares de bases

ATTCCGATTGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAAAAGAAAGGCATCTTTCTTTTTTTAAAAGACCTAGTAATAGG
TATGCGTTAGGAGGGGCTTGCGCCATATTAGTTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGA
CTGAGAGGTTGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGC
AATGGAGGCAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGACGAAGTACTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATCAAAGAAG
AAAAGCAAATGGCGAACCATTTGTCTGCCGGTATTTGATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGCCGCGGTA
AGACATAAGGGGCAAGAGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGCAGAGTAAGTCAGTGGTGTAAT
GGCAACGCTTAACGTTGTCAGGCTATTGAAACTACTTTGCTAGAGTTGGATAGAGGCGAGTGGAATTCCATGTGTAGC
GGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGGCGGCTCGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGTCAAAACC
GGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGAC
TCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACCCGAAAAACCCTACCAGGTCTTGACATGTTCTTGCGA
AACGGTAGTAATATCGTGGAGGTTATCAGGAACACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTAG
GTTAAGTCCTAAAACGAGCGAAACCCTTATCGTTAGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTTTAATGAGACTGCCAAT
GATAAATTGGAGGAAGGTGAGGATCACGTCAAATCAGCGTGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGC
TGCTACAAAGGGTAGCTGAAACGCAAGTTCTTGGCCAATCCCCAAAAGCAGTCTCAGTCCGGATTGAAGTCTGCAACT
CGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCGCGGGGTTTGTACACAC
CGCCCGTCAAATCACTAGTGAATTC

Amostra Nb2 - 1298 pares de bases

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAAAAGAAAGGCATCTTTC
TTTTTTTAAAAGACCTAGTAATAGGTATGCGTTAGGAGGGGCTTGCGCCATATTAGTTAGTTGGTAAGGTAACGGCTT
ACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGCAATGGAGGCAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGACGAAGTACTTCGGT
ATGTAAAGTTCTTTTATCAAAGAAGAAAAGCAAATGGCGAACCATTTGTCTGCCGGTATTTGATGAATAAGCCCCGGC
TAATTATGTGCCAGCAGCCGCGGTCAGACATAAGGGGCAAGTGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGG
CGGCAGAGTAAGTCAGTGGTGTAATGGCAACGCTTAACGTTGTCAGGCTATTGAAACTACTTTGCTAGAGTTGGATAG
AGGCGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGGCGGCTCGCTGG
GTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTACTAAGTGTCGGGTCAAAACCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTA
TGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACCCGAAAAACCTT
ACCAGGTCTTGACATGTTCTTGCGAAACGGTAGTAATATCGTGGAGGTTATCAGGAACACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGAAACCCTTATCGTTAGTTGCCAGCACGTTATGG
TGGGGACTTTAACGAGACTGCCAATGATAAATTGGAGGAAGGTGAGGATCACGTCAAATCAGCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGCTACAAAGGGTAGCTGAAACGCAAGTTCTTGGCCAATCCCCAAAAGCAGTC
TCAGTCCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGA
ATACGTTCACGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAATCACTAGTGAATTC
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Amostra Prl - 1281 pares de bases

GAATTCACTAGTGATTGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAAAGTAAGGGCATCTTTACTTTTTTAAAAGACCTTC
TTTGAAGGTATGCTTAAGGAGGGGCTTGCGACACATTAGTTAGTTGGCAGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTG
TAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTACCTCGGTATGTAAAGTTCTTTTAT
TAAGGAAGAAAAGAGAGTGGAAAAACTCCCTTGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACATAAGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATAG
TTTAATTTCTGCGCTTAACGCTGTTGTGCTATAGAAACTGTTTTACTAGAGTGAGTTAGAGGCAAGCGGAATTCCATG
TGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGGCGGCTTGCTGGGACTTTACTGACGCTGAGG
CACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGTA
AAACCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGAC
GGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATTTTCT
TGCGAAGTTATAGAAATATAATGAAGGTTATCAGGAAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTAGGTTAAGTTCTAAAACGAGCGCGACCCTTGTCGTTAATTGCCAGCATGTAATGATGGGGACTTTAACGAGACTG
CCAATGAAAAATTGGAGGAAGGTGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACA
ATGGTTGATACAAAGAGTAGCTGAAACGCGAGTTCTTAGCCAATCTCACAAAATCAATCTCAGTTCGGATTGAAGTCT
GCAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGT
ACACACCGCCCGTCAAATCGAATTCCCGCGGCC

Amostra B. hebe - 1245 pares de bases

AAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGATAAGAAGGCATCTTCTTATTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAAG
GAGGGGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGCT
GAACGGCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAA
ACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGATACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAAAAGATGGT
GGAAAAACCATTATGACGGTACTTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGG
CGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTTAA
CATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGT
AAATATATGGAGGAACACCATGAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAGACGTTGGGTTAAACCAGTGTCGAAGTTA
ACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGG
TGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAATA
CAGTGGAGGTCATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGTTGTTAATTGCCATCATTAAGTTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAG
CTAAAGCGCAAGCTTTTGGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGT
TGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAA
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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