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INTRODUCAO

Nosso pais é um dos maiores produtores mundiais de citros. A maior parte da producio de
citros se concentra em Sdo Paulo e na regido nordeste essa cultura tem grande importancia
econdmica e social nos estados da Bahia e de Sergipe (VIDAL, 2018). O citros é uma cultura de
alto potencial na regiio semiarida, pois o clima seco desfavorece algumas doengas, principalmente
flngicas, que acometem o citros no Brasil.

Dentre as diversas doencas do citros, temos aquelas associadas a fitoplasmas. Este patdégeno
pode provocar no hospedeiro sintoma de superbrotamento, amarelecimento, nanismo, vassoura de
bruxa, filoidia, virescéncia, crescimento da parte aérea de orgdos florais, arroxeamento ou
avermelhamento do topo da planta e necrose do floema (MAEJIMA, 2014). Fitoplasmas sio
procariotos fitopatogénicos habitam o floema das plantas, ndo possuem parede celular e nem serem
passiveis de cultivo in vitro. Pertencem a classe Mollicutes e sdo associados a doengas de inumeras

espécies de plantas (SEEMULLER et al .,1998).

MATERIAL E METODOS

Uma planta jovem de citros foi encontrada em Petrolina-PE, apresentando superbrotamento
de ramos e subdesenvolvimento. Foram coletadas amostras de folhas e de ramos desta planta e
outras duas plantas de citros proximas aela. O DNA total foi extraido das amostras, conforme
descrito no protocolo de Doyle & Doyle (1987). A andlise de PCR foi realizada utilizando
oligonucleotideos iniciadores P1/P7 (SCHNEIDER et al., 1995), seguidos de R16F2n/R2 para a
amplificacfo da regido 16S do RNA ribossomal (GUNDERSEN; LEE, 1996). Os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo. Os
produtos de PCR obtidos foram submetidos ao sequenciamento. As amostras foram purificadas com
kit comercial de purificagdo de DNA. Cerca de 50 ng de produtos de PCR de cerca de 1.2 kb foram

quantificados em gel e foram enviados para sequenciamento em empresa especializada. Apos o
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sequenciamento, foram analisadas a qualidade das sequéncias e montados os contigs, utilizando o
programa FElectropherogram quality analysis (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e
submetidos ao Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). A analise filogenética do fitoplasma obtido
nesse trabalho foi realizada pela constru¢do de uma arvore filogenética desenvolvida no programa

MEGA pelo método Neighbor-Joining, com o teste bootstraping (1000 vezes).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas varias analises das amostras coletadas e, apés algumas modificagOes, foi
encontrada uma amostra positiva, que foi justamente a amostra que apresentava sintomas severos de
superbrotamento. Foi obtido um fragmento de PCR de tamanho esperado para fitoplasmas, de
aproximadamente 1,2 kb. O sequenciamento da regido 16S rDNA amplificado revelou que o
fitoplasma presente na planta de Citrus sp. pertence ao grupo 16Srlll, e apresentou porcentagem de
identidade de quase 100% com fitoplasmas detectados em plantas de laranja doce (Citrus sinensis)
oriundas do Estado de Minas Gerais, denominados de “Citrus Sinensis X-disease Phytoplasma”,
pertencentes ao grupo 16Srlll, subgrupo B (16Srlll-B). Estas sequéncias que obtiveram maior
porcentagem de identidade com o isolado de Petrolina-PE, foram encontradas em plantas que
apresentavam sintomas de manchas amareladas nas folhas, semelhante a sintomatologia causada
pelo HLB ou Huanglongbing (WULFF et al., 2019). A comparagdo da porcentagem da identidade
demonstrou que, depois do subgrupo B, os fitoplasmas dos subgrupos 16SrIII-J e 16SrIII-U, nativos
do Brasil, sdo os mais proximos, indicando que provavelmente se trata de um fitoplasma que ocorre
no Pais. E importante observar que, a planta de citros infectada com fitoplasma apresentou durante
0s meses seguintes a coleta, superbrotamento extremo dos ramos apds uma poda drastica e nfio se
recuperou, acabando por ser eliminada, enquanto no trabalho de WULFF et al. (2019) ndo foram
relatados sintomas tdo severos.

A analise filogenética demonstrou que o fitoplasma presente na planta de Citrus sp. de
Petrolina esta no mesmo ramo que estdio incluidos fitoplasmas do grupo 16Srlll, e esta mais
proximo daqueles detectados em plantas de Citrus sinensis, incluindo os isolados 78049, 78001e
77900 que pertencem ao grupo 16Srlll, subgrupo B e mais distante de outros fitoplasmas brasileiros
que representam os subgrupos 16SrIlI-J e 16SrIlI-U em concordancia com a analise de identidade

da sequéncia (Figural).
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63 AF373105 - Fitoplasma Cirsium white leaf -16SrllI-R
-L_AF373106 - Fitoplasma Cirsium white leaf -16SrllI-R

MG744584 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 76354 -16SrllI-B

MG744585 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 76357 -16SrllI-B

— Fitoplasma de Citrus sp. Petrolina isolado C11

MG744594 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 77900 - 16SrllI-B

|MG744586 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 76478 16Srlll-B

62l MG744581 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 68486 16SrllI-B

MG744595 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 78001 16SrllI-B

38 | MH016558 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 78017

MHO016557 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 77963

86 | MG744598 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 78118
MG744593 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 77892

MG744597 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 78049 -16SrllI-B

MG744592 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 77524 -16Srlll-B

63

4 MHO016556 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 70572 -16SrllI-B
{MG744583 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 74476 -16Srlll-B

MG744591 - Fitoplasma de Citrus sinensis isolado 77520
71

EF378627 - Fitoplasma Eggplant stunt -16Srlll-U
5_| HM589213 - Fitoplasma Eggplant Giant Calyx - 16Srlll-U
- MG744577 - Fitoplasma Melia azedarach isolado N10202
- AF147706 - Fitoplasma Chayote witches broom -16SrllI-J
81 AF175304- Fitoplasma Clover yellow edge - 16Srlll-B
r AF510724- Fitoplasma Milkweed yellows -16Srlll-F

46

- AF302841- Fitoplasma Black raspberry witches-broom -16SrllI-Q
ot

_|AF370120- Fitoplasma Dandelion virescence -16SrllI-P
98! AF370120- Fitoplasma Dandelion virescence -16SrllI-P(2)
L33733- Fitoplasma Canadian peach X -16Srlll-A

% o AF190223- Fitoplasma Poinsettia branch-inducing -16SrllI-H
AF060875- Fitoplasma Virginia grapevine yellows -16SrllI-|
71~ AF190228- Fitoplasma Spiraea stunt - 16SrllI-E
99 AF190226- Fitoplasma Walnut witches broom -16SrllI-G
_|— AY034608- Fitoplasma Erigeron witches-broom -16SrVII-A
76

AF248957- Fitoplasma Pigeon pea witches-broom -16SrIX-A
AF147708- Fitoplasma Hibiscus witches-broom -16SrXV-A

{AYZGSZOS- Fitoplasma Maize bushy stunt -MBS -16SrI-B
99

EU719109- Fitoplasma Strawberry phylloid fruit -16 SrXIll-D
M23932 A.laidlawii 16S ribosomal

0.0100

Figura 1. Arvore filogenética baseada nas sequéncias da regido 16S rDNA do fitoplasma encontrado em
Citrus sp. em Petrolina e de fitoplasmas pertencentes a diferentes 16Sr grupos existentes no
Brasil e representantes de subgrupos dentro do grupo 16Srlll. O numero de acesso das
sequéncias no GenBank estfo no inicio da descrigdo de cada fitoplasma.

Além da deteccio em plantas de Citrus sinensis em Minas Gerais, fitoplasmas do subgrupo
16Sr111, particularmente do subgrupo B, sdo encontrados em varios outros hospedeiros no Brasil
(MONTANO et al., 2011).

Fitoplasmas s@o bactérias dificeis de serem eliminadas das plantas afetadas, sendo necessario

muitas vezes a eliminagfo da planta doente, por esse motivo, medidas de controle deste patogeno
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incluem primeiramente o uso de telados para a produgio de mudas citricas em ambiente livre de
insetos, o que ja € feito nas mudas certificadas, que devem sempre ser utilizadas na implantagéio de

qualquer pomar de citros e 0 manejo de insetos do tipo cigarrinha em areas de produgio.

CONCLUSOES
Fitoplasma do grupo 16Srlll, préoximo do fitoplasmas do subgrupo 16SrlIlI-B associados a
plantas de Citrus sinensis (Laranja doce) em Minas Gerais, foi encontrado em Pernambuco em

Citrus sp. severamente doente.
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