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RESUMO

Caracterizacdo molecular de um fitoplasma associado ao superbrotamento do meldo-de-
Sdo-Caetano (Momordica charantia L) com base nas sequéncias dos genes 16S rRNA e
secY

O meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L) € uma cucurbitacea que ocorre em
todas as regides geograficas brasileiras. A espécie apresenta duas “variedades” distintas,
comumente conhecidas por “variedade silvestre” e “variedade cultivada”, esta ultima
caracterizada por plantas de maior tamanho. Plantas da “variedade selvagem” sdo hospedeiras
de um fitoplasma do grupo 16Srlll-J, que causa superbrotamento de ramos, nanismo
generalizado, clorose, reducdo no tamanho de folhas e frutos. No entanto, ndo ha informacao
da “variedade cultivada” ser hospedeira de fitoplasmas. Assim, no presente estudo, plantas
sintomaticas desta “variedade” foram analisadas quanto a presenca de fitoplasmas em seus
tecidos, visando associar este tipo de patdgeno a doenca. Neste mesmo trabalho, os isolados
do fitoplasma encontrados nas plantas sintomaticas da “variedade cultivada” foram
molecularmente analisados em relagdo ao gene secY, atualmente usado como um marcador
que permite identificar variacBes genéticas sutis. Buscou-se, com isto, identificar possiveis
variantes entre os isolados. Amplificacfes de fragmentos de DNA a partir dos genes 16S
rRNA (1,2Kb) e secY (1,6Kb) demonstraram a associa¢do de fitoplasma do grupo 16Srlll com
as plantas sintométicas de meldo-de-Sdo-Caetano da “variedade cultivada”. Nestas plantas,
corpusculos pleomorficos, tipicos de fitoplasmas, foram visualizados no floema dos tecidos
doentes, confirmando os resultados dos testes moleculares. Analises de RFLP virtual,
conduzidas com o fragmento genémico correspondente ao gene secY e diversas enzimas de
restricdo, permitiram identificar o referido fitoplasma como pertencente ao subgrupo 16SrllI-
J. A andlise filogenética evidenciou que o fitoplasma padrdo do subgrupo 16Srlll-J emergiu
do mesmo ramo que o fitoplasma identificado no meldo-de-Sao-Caetano, confirmando que
ambos estdo estritamente relacionados. O emprego do gene secY como marcador para
diferenciacéo fina entre fitoplasmas ndo apontou variabilidade genética entre os isolados do
fitoplasma detectado tanto nas plantas da “variedade cultivada” como naquelas pertencentes a
“variedade selvagem”. Como conclusdo, a “variedade cultivada” de M. charantia é
hospedeira do mesmo fitoplasma encontrado na “variedade selvagem”, o qual ¢ afiliado ao
subgrupo 16Srlll-J; por sua vez, o gene seY ndo distinguiu geneticamente os isolados do
fitoplasma pertencente ao subgrupo 16Srlll-J, presentes nas plantas de meldo-de-Séao-
Caetano.

Palavras-chave: Mollicutes; Amarelos; Cucurbitaceae; RFLP virtual
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ABSTRACT

Molecular characterization of a phytoplasma associated with Momordica charantia
witches’-broom based on the sequences of the genes 16S rRNA and secY

Momordica charantia is a species of the family Cucurbitaceae that occurs in all
Brazilian geographic regions. This species presents two distinct “varieties”, commonly called
“wild variety” and “cultivated variety”, whose plants are bigger than those belonging to the
“wild variety”. Plants of the “wild variety” are hosts of a phytoplasma of the group 16SrIII-J,
which is associated with shoot proliferation, stunting, chlorosis, and small leaves and fruits.
However, there is no information about the occurrence of phytoplasmas in plants of the
“cultivated variety”. Thus, in the present study, symptomatic plants belonging to this
“variety” were analysed in order to associate phytoplasmas with the disease. In addition,
strains of the phytoplasma found in symptomatic plants of the “cultivated variety” were
molecularly analyzed in relation to the gene secY, which is currently used as a marker for
identification fine of genetic diversity, aiming provide elements for construction of new
schemes for classification of phytoplasmas. The objective was to identify distinct strains
among the strains present in plants of the wild and cultivated varieties. Amplifications of
DNA fragments from the genes 16Sr rRNA (1.2Kb) and secY (1.6Kb) demonstrated the
association of a phytoplasma of group 16Srlll with the symptomatic plants belonging to
“cultivated variety”. These plants revealed the presence of pleomorphic bodies, typical of
phytoplasmas, which was visualized in the phloem vessel from diseased tissues, confirming
the results obtained by molecular assays. Virtual RFLP analysis, performed with the genomic
fragment corresponding to the gene secY and various restriction enzymes, allowed to identify
this phytoplasma as a member of the subgroup 16Srlli-J. Phylogenetic analysis revealed that
the phytoplasma used as reference for 16Srlll-J subgroup and the phytoplasma identified in
plants of M. charantia emerged from the same branch, confirming that both phytoplasmas are
closely related. The gene secY, used as marker for fine differentiation of phythoplasmas, did
not show genetic variability among the strains of the phytoplasma detected both plants
belonging to “cultivated variety” and “wild variety”. In conclusion, plants of the “cultivated
variety” are hosts of the same phytoplasma found in the “wild variety, which is affiliated with
the 16Srlll-J subgroup; in addition, the gene secY did not distinguish isolates of the
phytoplasma belonging to 16Srlll-J subgroup, present in plants of M. charantia.

Keywords: Mollicutes; Yellows, Cucurbitaceae; Virtual RFLP
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1 INTRODUCAO

O meldo-de-S&o-Caetano (Momordica charantia L) é uma planta originaria da Asia,
pertencente a familia Cucurbitacea. Esta espécie € bem adaptada as condi¢des de clima
tropical e ocorre, de forma generalizada, em todas as regides brasileiras. Apresenta habito
trepador, se desenvolvendo sobre outras plantas ou em cercas e muros, tanto em areas de
campos como urbanas. M. charantia se apresenta sob duas formas ou tipo, uma delas
considerada como “variedade silvestre” ou “tipo silvestre” e a outra comumente referida
como “variedade cultivada” ou “tipo cultivado”. No Brasil, ndo se encontra referéncia desta
espécie ser utilizada comercialmente, no entanto, as vezes, a “variedade cultivada” pode ser
encontrada em mercados e feiras, como atrativo de fruto exotico. Contrariamente, em alguns
paises a espécie é cultivada em larga escala tanto para uso medicinal como culinario. A

3

chamada “variedade silvestre” ¢ considerada como planta daninha na cultura de cana de
acucar, por competir eficientemente pela dgua, nutrientes e espaco fisico.

Além do papel como espécie daninha em algumas culturas, o meldo-de-S&o-Caetano
tem sido relatado como hospedeiro de virus e fitoplasmas. No Brasil, experimentalmente, dois
potyvirus, agentes de doencas em plantas de maméo, abobrinha e melancia, se estabeleceram
em plantas da “variedade cultivada”, porém nado infectaram plantas da “variedade silvestre”.
Este é um fato interessante, pois plantas de mesma espécie expressaram reacdes diferentes ao
mesmo patdgeno. Fitoplasma também foi encontrado, naturalmente, em associacdo com
plantas da “variedade silvestre”, no entanto, ndo se tem informacdes da ocorréncia de
fitoplasmas na “variedade cultivada”. A caracterizagao molecular deste fitoplasma permitiu
sua classificacdo como sendo pertencente ao grupo 16Srlll, subgrupo J, o qual também ja foi
identificado em plantas de interesse econdmico, como chuchu, couve-flor e tomate, entre
outras.

Fitoplasmas sdo procariotos sem parede celular, habitantes de floema e transmitidos
por cigarrinhas. Sua classificagdo tem sido fundamentada, principalmente, na diversidade de
sequéncias nucleotidicas do gene 16S rRNA. Com base neste critério, os fitoplasmas tém sido
classificados no sistema de grupos e subgrupos, utilizando-se a técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP). As analises de RFLP convencional ou, mais
modernamente, as analises de RFLP virtual destas sequéncias permitem a distincdo destes
procariotos e sua alocacdo nos diferentes grupos e subgrupos. No entanto, devido a natureza
altamente conservada deste gene, dificuldades sdo encontradas para separar alguns

fitoplasmas, sobretudo ao nivel de subgrupos. Assim, outros genes tém sido explorados para
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esta finalidade, entre eles o gene secY. Estudos tém mostrado que este gene é um marcador
promissor que permite uma diferenciacdo genética mais fina entre os fitoplasmas,
distinguindo variantes que ndo sd@o normalmente delineados com base na analise do gene 16S
rRNA.

Considerando-se que a “variedade silvestre” e a “variedade cultivada” reagiram de
forma diferenciada em relacdo aos potyvirus e que poderiam diferir também em relacdo ao
fitoplasma e que um fitoplasma do grupo 16Srlll-J infecta plantas da “variedade silvestre”,
porém nao se sabe se 0 mesmo infecta a “variedade cultivada”, um dos objetivos deste estudo
foi investigar a ocorréncia de fitoplasmas em plantas desta ultima “variedade” que exibiam
sintomas tipicamente induzidos por este tipo de patdgeno. Ainda, desde que este estudo
mostrou, em sua primeira etapa, que somente um fitoplasma do subgrupo 16Srlll-J estava
presente tanto em plantas da “variedade silvestre” como naquelas da “variedade cultivada”, 0
segundo objetivo foi determinar uma possivel diversidade genética entre os isolados
(“strains”) deste fitoplasma, através de analises de RFLP virtual, tomando-Se por base as

sequéncias nucleotidicas do gene secY.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisdo Bibliografica

2.1.1 Fitoplasmas

Fitoplasmas sdo bactérias fitopatogénicas, nas quais a parede celular estd ausente,
sendo o protoplasma envolvido por uma Unica membrana, resultando em pleomorfismo da
célula (BERTACCINI, 2007; WEISBURG et al., 1989). As dimensdes celulares sao variaveis
de 200 a 800 nm, bem menores do que aquelas encontradas nas eubactérias envolvidas com
diversas doencas de plantas. S&o procariotos pertencentes a classe Mollicutes, habitantes de
floema em plantas e de diversos érgdos e hemolinfa de insetos e estdo associados a centenas
de doencas ocorrentes nas mais diversas regioes do mundo. A transmissdo de fitoplasmas em
condicBes naturais é realizada principalmente por cigarrinhas pertencentes as familias
Cacadellidea e Fulgoridea, que adquirem o fitoplasma ao se alimentarem no floema de plantas
infectadas. Uma vez no interior do inseto, o patdégeno se multiplica e atinge as glandulas
salivares, podendo ser introduzido no floema de plantas sadias, quando o inseto delas se
alimentar. Ressalta-se que os fitoplasmas podem ser transmitidos durante toda a vida do vetor,
mantendo com o mesmo uma relacdo do tipo circulativa-propagativa (WEINTRAUB,;
BEANLAND, 2006).

A primeira doenca associada aos fitoplasmas foi relatada em 1902, em plantas de
rainha margarida (Callistephus chinensis Nees). Naquela época, a doenca foi denominada de
“amarelo” (“Aster yellow”), sendo referida por Erwin Smith, um dos pioneiros da
Fitopatologia, como sendo uma das doencas mais obscuras e peculiares (HEWITT, 1987),
devido aos seus sintomas e a dificuldade de se esclarecer a sua etiologia. Outras doencas
apresentando caracteristicas semelhantes foram relatadas a partir de entdo e, por falta de
conhecimento, foram atribuidas aos virus, embora as evidéncias ndo fossem suportadas pelas
pesquisas posteriores. (LEE 1-M, DAVIS RE, 1992). O agente causal dos “amarelos” somente
foi descoberto em 1967, por um grupo de cientistas japoneses, que observaram, com o auxilio
de microscépio eletrnico, a presenga de corpusculos pleomorficos em tecidos de plantas
doentes e sua auséncia em plantas sadias (DOI et al., 1967). Por serem similares aos
micoplasmas, conhecidos como patdgenos de animais, estes microrganismos foram
identificados como MLOs (“Mycoplasma Like-Organisms”). No Brasil, em 1968, foi feito um
dos primeiros relatos de uma doenca associada aos fitoplasmas, a qual foi denominada de

calice gigante, sendo seu agente detectado nas plantas de tomateiro infectadas atraves do
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emprego de microscopia eletronica de transmissdao (KITAJIMA; COSTA, 1968). O termo
trivial fitoplasmas foi proposto por pesquisadores que trabalhavam com Mollicutes e passou a
ser adotado a partir de 1994 para designar estes patogenos vegetais (SEARS &
KIRKPATRICK, 1994).

Os sintomas induzidos por fitoplasmas nas plantas sdo bastante diversos, podendo
ocorrer isoladamente ou em conjunto. O mecanismo de patogenicidade esta relacionado com
desequilibrios hormonais provocados pelo patdégeno (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL,
2000) e entre os sintomas que ocorrem com maior frequéncia destacam-se a clorose em
folhas, o superbrotamento de ramos, o enfezamento generalizado da planta (nanismo), a ma
formacéo dos frutos, a virescéncia (presenca de clorofila em drgdos florais), a esterilidade de
flores, a filodia (conversdo de 6rgaos florais em folhas), o avermelhamento foliar, a necrose
de vasos e o declinio de plantas (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000;
HOGENHOUT et al., 2008). A intensidade desses sintomas depende de fatores como a
suscetibilidade da espécie vegetal, o estadio fenoldgico da planta, a agressividade do patégeno
e as condi¢Oes favoraveis do ambiente (DAVIS, 1995; BEDENDO, 2011).

No Brasil, os fitoplasmas estdo associados a diversas doencgas presentes tanto em
plantas cultivadas como hortalicas, cereais, ornamentais e frutiferas, como em espécies
daninhas e silvestres. Dentre as doencas associadas aos fitoplasmas, se destacam pela sua
importancia econdmica o enfezamento vermelho do milho (BEDENDO et al., 1998);
enfezamento do repolho (AMARAL MELO, 2007); superbrotamento do maracujazeiro
(RIBEIRO; BEDENDO, 2008); enfezamento da couve-flor (RAPUSSI; BEDENDO, 2008);
uma doenca encontrada em plantas de citros com sintomas de HLB (TEIXEIRA et al., 2008);
a sindrome do amarelecimento foliar da cana de acglcar (SILVA et al.,, 2009); e o
superbrotamento da mandioca (FLORES, 2009).

O controle das doencas associadas aos fitoplasmas é feito através de medidas como o
uso de material vegetal livre do patogeno, eliminagéo de plantas doentes (“roguing”) e plantio
de variedades resistentes. O tratamento quimico com o uso de antibioticos ndo € recomendado
na maioria dos casos, por ser inviavel economicamente e apresentar risco a salude humana
(GARCIA-CHAPA et al., 2003). O controle guimico, por sua vez, somente é preconizado
para controlar os insetos vetores destes procariotos (WEINTRAUB, 2007).

2.1.1.1 Deteccao e classificacao
Uma das barreiras encontradas para o estudo dos fitoplasmas esta relacionada com o

fato dos mesmos néo serem ainda cultivaveis em meio de cultura. Durante sua evolucéo, estes
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procariotos perderam muitas rotas metabdlicas, como aquelas responsaveis pela sintese de
ATP, aminoacidos e até nucleotideos, os quais passaram a ser obtidos diretamente dos seus
hospedeiros (BAI et al., 2006; OSHIMA et al., 2004). Como consequéncia, héa
impossibilidade de se determinar as suas caracteristicas fenotipicas e bioquimicas ou
fisiolOgicas, caracteristicas estas exigidas para classificacdo de microrganismos dentro do
sistema binomial latino; por esta razdo ndo sdo classificados taxonomicamente ao nivel de
género e espécie. Ainda, o seu ndo cultivo em laboratério cria dificuldades para a deteccao
destes patdgenos em tecidos de plantas doentes, através do meétodo de isolamento para
obtencg&o de colbnias puras (PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002).

A metodologia usada inicialmente para associar os fitoplasmas as doencas tomava por
base os sintomas exibidos pela planta hospedeira e a visualizacdo dos tipicos corpusculos
pleomorficos no floema de tecidos doentes, com o auxilio da microscopia eletronica. O
sistema utilizado para classificar os fitoplasmas considerava os diversos tipos de sintomas
presentes na planta doente, a gama de espécies hospedeiras e a relacdo do patégeno com 0s
insetos vetores; no entanto, esta metodologia se mostrava pouco eficiente, além disto, era
muito trabalhosa, demandava muito tempo e as informacGes sobre 0s insetos vetores eram
insuficientes (CHIYOKOWSKI, 1989; LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000).

Com o advento das técnicas moleculares foi possivel realizar o sequenciamento de
uma regido altamente conservada dos fitoplasmas, aquela correspondente ao gene 16S rRNA.
As sequéncias de nucleotideos deste gene, apesar de bastante conservadas, tém sido adotadas
para estudos da variabilidade genética em procariotos. Estudos relacionados as sequéncias de
bases da regido do 16S rRNA, confirmaram a alocacdo dos fitoplasmas dentro da classe
Mollicutes e levaram ao reconhecimento de um clado monofilético distinto dentro da classe,
a qual também abriga os micoplasmas encontrados em animais (VANDAMME et al., 1996;
GUNDERSEN et al., 1994). Entre as técnicas moleculares mais comumente utilizadas
destacam-se: PCR (Polymerase Chain Reaction), que amplifica determinados fragmentos
gendmicos e possibilita a deteccdo de fitoplasmas em plantas suspeitas de infeccdo e RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), na qual enzimas geram padrdes de restricéo a
partir dos fragmentos genémicos amplificados em PCR, possibilitando a identificacdo
molecular dos fitoplasmas, o que serve de base para a classificagdo dos mesmos em grupos e
subgrupos (HARRISON et al., 1996; LEE et al., 1998). Estas técnicas permitem distinguir 19
grupos distintos e mais de 40 subgrupos (LEE et al., 1998). Recentemente, essa técnica
convencional de RFLP esta sendo substituida, com vantagens, pela andlise simulada em

computador, denominada RFLP virtual, na qual é feita a digestdo in silico a partir do
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sequenciamento da regido 16S rDNA “F2n/R2”. Este novo esquema possibilitou novas
interpretagdes, resultando no surgimento de novos grupos e subgrupos, tanto que no atual
sistema, os fitoplasmas sdo classificados em 31 grupos e mais de 100 subgrupos (WEI et al.,
2007, 2008).

O desenvolvimento desta area de conhecimento mostrou que a diversidade de
fitoplasmas avaliada em relagéo ao gene 16S rRNA ndo permitia estabelecer distingdes mais
acuradas a medida em que novas descobertas possibilitaram aumentar o numero de
fitoplasmas conhecidos. A diferenciacdo molecular passou a ficar mais dificil pelo fato das
sequéncias da regido do gene 16S rRNA serem muito semelhantes entre os fitoplasmas.
Assim, tornou-se necessaria a utilizacdo de outras ferramentas para distingdes mais refinadas
(MARCONE et al., 2000; LEE et al., 2004, 2006, 2010). A solucédo encontrada foi a adocéo
de novos marcadores moleculares, incluindo aqueles baseados nas proteinas ribossomais
(RP), sequéncias de genes TUF, vmpl e secY, os quais estdo sendo usados isoladamente ou
em conjunto com algum para esta finalidade (LEE et al., 2006; ARNAUD et al., 2007;.
MARTINI et al., 2007;. FIALOV'A et al., 2009;. PACIFICO et al., 2009;. MUROLO et al.,
2010).

O gene secY é responsavel por codificar uma proteina que estd envolvida com o
mecanismo de secrecdo de proteinas nas bactérias, em conjunto com 0 gene secA e outros
genes. Foi inicialmente identificado nos fitoplasmas através da clonagem aleatéria de um
fragmento do DNA, usado originalmente como sonda de hibridizacdo para deteccdo do
fitoplasma da flavescéncia dourada da videira (DAIRE et al., 1997). E considerado como um
dos marcadores mais eficientes para a diferenciacdo e classificagdo refinada de fitoplasmas,
devido a sua maior variabilidade genética em relacdo a outros marcadores. Ainda, tem sido
usado, especialmente, para detectar distingdes entre estirpes dentro de um mesmo grupo
classificado com base no 16S rDNA (HODGETTS et al., 2008;.. LEE et al., 20064,
MARTINI et al., 2007).

2.1.2 Mel&o-de-Sao-Caetano

O meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L) pertence a familia Cucurbitaceae e
tem sua origem na Asia, sendo amplamente distribuido em diferentes partes do mundo,
adaptado principalmente as regiGes de clima tropical e subtropical (YAMAGUCHI, 1983).
Curiosamente, o termo “momordica” ¢ originario do latim e significa “mordida”, referindo-se
a conformacdo dos bordos das folhas. Em algumas regifes do Brasil recebe outros nomes

populares como erva-de-lavadeira, erva-de-S&o-Vicente, fruta da cobra e meldozinho. O nome
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meldo-de-Sao-Caetano se refere ao santo Sdo Caetano, padroeiro de uma capela existente no
municipio de Mariana (MG), onde os escravos das minas de ouro cultivavam essa planta ao
redor do prédio (SOUZA, 2001). E uma espécie vegetal silvestre encontrada facilmente em
cercas, muros e sobre outras plantas, tanto em areas urbanas como rurais, ocorrendo em Varios
tipos de solo e diversos tipos de clima (RIBEIRO, 2004, GIRON et al., 1991; LANS;
BROWN, 1998).

No Brasil, sdo reconhecidas duas variedades ou tipos, em funcdo do tamanho das
plantas, das folhas, dos frutos e das suas sementes (figura 1). Uma delas, denominada de
“variedade cultivada” ou “tipo cultivado”, apresenta frutos com cerca de 10-30 cm de
comprimento, as vezes comercializada em mercados e feiras como fruta exdtica. A outra
variedade chamada de “‘silvestre” ou “tipo silvestre” produz frutos menores com tamanho
aproximado de 5-10 cm, sementes pequenas, além de folhas de tamanho reduzido (ZHAO,
2005). Em diversos paises, esta espécie é principalmente usada para fins medicinais, como na
China, Colémbia, Cuba, Gana, Haiti, india, México, Malasia, Nova Zelandia, Nicaragua,
Panama e Peru (GROVER, 2004; GURBUZ et al., 2000). Centenas de pesquisas cientificas
tém revelado suas propriedades curativas, entre elas, atividade antibacteriana,
antiulcerogénica, antinflamatéria, antilipidémica, hipoglicemiante, antihipertensiva,
anticancerigena, abortiva, larvicida, antilipidémica e imunossupressora (SENER, 1998;
MIURA, 2001; ISMAIL, 1999).

A cultura tem capacidade de se desenvolver bem em varios tipos de solo
(CANTWELL et al., 1996; REYES et al., 1994) sendo resistente a amplitudes térmicas
(DESAI; MUSMADE, 1998), o que a torna uma das principais plantas infestantes na cultura
da cana-de-acucar, por competir por dgua, nutrientes e espaco fisico, acarretando prejuizos
consideraveis na cultura, sendo de dificil controle quimico (OLIVEIRA; FREITAS, 2008)
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Figura 1- Comparativo das duas variedades de meldo-de-S&o-Caetano (Momordica charantia L). MS= variedade

silvestre; MC= variedade cultivada. (Foto gentilmente cedida por José Edivaldo Buriola)

2.1.2.1 Doencas em melédo-de-Sdo-Caetano

Em relagdo a esta espécie, poucos estudos tém sido desenvolvidos com relagdo a
suscetibilidade da cultura a determinados patégenos, mesmo nos paises em que a planta é
explorada comercialmente. Algumas pesquisas mencionam o meldo-de-Sdo-Caetano como
hospedeiro alternativo de alguns virus que afetam plantas de interesse econdmico. Neste caso,
as plantas portadoras de virus poderiam atuar como fontes de indculo e possiveis vetores
poderiam transmitir o patégeno para a cultura principal. Existem relatos da suscetibilidade
desta espécie a alguns virus de reconhecida importancia como agentes de doenca, como, por
exemplo, o “Melon yellow spot virus” (MYSV) (SHIGEHARU et al., 2009), o “Papaya
ringspot virus” (PRSV) (CHIN; AHMAD, 2007), o “Squash vein yellowing virus” (SqVYV)
(ADKINS et al., 2008), “Watermelon bud necrosis virus” (WBNV) (KUNKALIKAR et al.,
2011).

Considerando os fitoplasmas, estudos revelaram a associacdo de um fitoplasma
pertencente ao grupo 16Srlll-J com plantas de meldo-de-Sdo-Caetano que apresentavam uma
doenca denominada de superbrotamento (MONTANO et al., 2000). Inicialmente relatada no
estado do Rio de Janeiro, a doenca foi atribuida a um fitoplasma que também estava associado
ao superbrotamento do chuchuzeiro. O fitoplasma presente em plantas de meldo-de-Séo-
Caetano foi referido como Chayote witches’-broom phytoplasma [ChWblIlI(Mor)]
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(MONTANO et al., 2000). Como a doenga ndo recebeu nome especifico, ela sera aqui
considerada como superbrotamento do meldo-de-Sao-Caetano e passara a ser referida no
restante do texto como Momordica witches’-broom (MWB). Esta doenca foi encontrada em
plantas de meldo-de-S&o-Caetano localizadas em areas cultivadas com chuchu, no estado do
Rio de Janeiro (MONTANO et al., 2000) e em &reas de pastagens e vegetacdo espontanea, no
estado de S&o Paulo (RIBEIRO et al., 2004). Este fitoplasma afiliado ao grupo 16Srlll
subgrupo J tem sido identificado em alguns paises da América do Sul, demonstrando, até o
presente, que 0 mesmo parece estar limitado a esta regido geografica. No Brasil, além do
mel&o-de-So-Caetano, esse fitoplasma também tem sido encontrado em associagdo com
diversas doencas que afetam distintas espécies botanicas, como ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Plantas hospedeiras de fitoplasma do grupo 16Srlll subgrupo J, no Brasil

Familia Espécie Referéncia

Amaranthaceae, Celosia spicata Eckstein, 2008
Celosia argentea

Ampelidaceae Vitis vinifera Neroni, 2009
Brassicaceae B. oleraceae var. botrytis Rapussi-da-Silva, 2010
Cucurbitaceae Sechium edule Montano et al., 2000, 2006

Momordica charantia

Cucurbita moschata

Solanaceae Nicandra physalodes Eckstein, 2010

2.2 Material e Métodos

2.2.1Amostras de plantas

Plantas de meldo-de-Sao-Caetano que apresentavam sintomas de nanismo,
superbrotamento de ramos, ma formacdo dos frutos, reducdo do limbo foliar, clorose e
enrugamento da lamina foliar e (figura 2), sendo esses sintomas caracteristicos de infecgédo
causada por fitoplasmas, foram amostradas no campo experimental do Departamento de
Fitopatologia e Nematologia da Esalg/USP. Estas plantas foram infectadas em condicOes
naturais, sendo coletadas amostras de 12 plantas, 5 delas da “variedade silvestre” e 7 da

“variedade cultivada”. Cada amostra foi composta por sec¢des de caules, peciolos e folhas.
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Figura 2 - Sintomas em plantas de meldo-de-Sao-Caetano. Letras: A= ma formagdo dos frutos; B= reducdo do
limbo foliar e nanismo (planta da direita); planta assintomatica (a esquerda); C= enrugamento da
lamina foliar e D= clorose

2.2.2 Extracao de DNA total

Foi realizada a extracdo de DNA total de cada amostra, com a utilizagdo do “kit”
comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), segundo recomendagdo do fabricante. Dois
gramas de material vegetal foram macerados em nitrogénio liquido, em almofariz de
porcelana. Uma fragdo da amostra macerada foi transferida para microtubos de 1,5 mL, sendo
adicionados 400 puL do tampao AP1 e 4 uLL de RNAse. Os tubos foram mantidos em “banho-
maria” a 65°C por 10 minutos. Apés esse tempo, foram adicionados 130 uL do tampao AP2 e,
em seguida, os tubos foram mantidos a - 20°C por, 5 minutos. Posteriormente, o material foi
centrifugado a 13.000 rpm, por 5minutos, o sobrenadante foi transferido para uma coluna
montada sobre um tubo coletor e centrifugado por 5 minutos a 13.000 rpm. O filtrado foi
recolhido e transferido para um novo tubo, no qual foram adicionados 675 pL do tampéo
AP3. Desta solucgdo, foram transferidos 650 pL para nova coluna. O material foi centrifugado
por 1 minuto a 8.000 rpm e o filtrado foi descartado. A coluna contendo o DNA foi
transferida para um novo tubo. Um volume de 500 puL do tampdo AW foi adicionado ao
centro da coluna, com posterior centrifugacdo por 2 minutos a 13.000 rpm, para lavagem do

DNA. Finalmente, foram adicionados 100 puL de tampdo AE no centro da coluna para
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promover a eluicdo do DNA, seguido de centrifugacdo por 1 minuto a 8.000 rpm. O DNA
extraido foi armazenado a - 20°C.

2.2.3 PCR para detecc¢ao de fitoplasma

Para a deteccdo de fitoplasmas, foram utilizados oligonucleotideos ou iniciadores
(“primers”) universais, cujas sequéncias foram delineadas a partir de dois genes presentes em
fitoplasmas, identificados por 16S rRNA e secY. As reacGes foram conduzidas usando-se
duplo PCR, com o DNA total extraido de cada amostra diluido em agua milli-Q na proporcéo
de 1:5. O volume final de cada reacdo foi de 25,0 uL, de acordo com a metodologia proposta
por Lee et al. (1993), nas proporcGes de: 19,0 uL de agua deionizada-destilada; 0,5 uL de
cada nucleotideo - solugdo 20 pmol/uL- (dCTP, dATP, dGTP, dTTP); 2,5 uL de tampédo PCR;
0,15 pL de Amplitag 5U/uL (Invitrogen); 1,0 uL de DNA extraido da planta (25n/uL).

Os oligonucleotideos universais utilizados para a deteccao de fitoplasmas com base no
gene 16S rDNA, foram P1/ P7 (SMART et al., 1996; DENG; HIRUKI, 1991), para a
primeira reacdo e o par R16F2n/R2 (GUNDERSEN; LEE, 1996) para a segunda reacdo. Para
a deteccdo de fitoplasmas com base no gene secY, foram utilizados para a primeira reacao, o
par de oligonucleotideos L15-F1A(I11)/Map-R1A(III) e os pares SecY-F1(111)/SecY-R1(ll)
para a segunda reacdo (SUH et al., 1996; LEE et al., 2010). Os produtos gerados na primeira
reacdo foram diluidos em &gua Milli-Q autoclavada na proporcdo de 1:30 para servir de
modelo para a segunda reacdo. Um termociclador automatico foi utilizado para processar as
amostras. Para os iniciadores R16 P1/ R16 P7 e R16F2n/R2, a programacao utilizada foi de
35 ciclos, sendo que cada ciclo compreendeu uma etapa de desnaturacdo do acido nucléico a
94°C por 1 minuto, 2 minutos a 50°C para o anelamento e 3 minutos a 72°C para a fase de
extensdo, uma unica etapa inicial de 1 minuto a 94°C e uma final de 7 minutos a 72°C. Para 0s
iniciadores L15-F1A(II1)/Map-R1A(III), o termociclador foi programado para 35 ciclos,
usando-se 94°C por 30 segundos para a desnaturacéo, 1 minuto a 50°C para o anelamento e 5
minutos a 68°C para a fase de extensdo dos iniciadores, 1 minuto a 94°C para a etapa inicial e
10 minutos a 72°C para a final. Para a segunda reagéo, com os iniciadores SecY-F1(I11)/SecY -
R1(111), o numero de ciclos foi de 38, sendo a desnaturagdo processada a 94°C por 1 minuto,
0 anelamento por 2 minutos a 50°C e a extensdo por 3 minutos a 72°C, 2 minutos a 94°C para
uma etapa inicial e 7 minutos a 72°C para a etapa final.

As sequéncias dos oligonucleotideos ou iniciadores utilizados foram:
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R16 P1- 5> AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GATT 3’
R16 P7-5° CGT CCT TCA TCG GCT CTT 3’
R16 F2n- 5GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG 3’
R16 R2- 5’TGA CGG GCG GTG TGT ACA AACCCC G 3’
L15-F1A(HI)- 5> CTTCTGGTAAAGGACATAAAGG 3’
Map-R1A(I)- 5> GGTTCTTCGTGCAATTGCAAACC 3’
SecY-F1(lll) 5 CTAGACCAGGTTTTGAAGG 3
SecY-R1(II) 5 GACCTGCTTTTCTCATTATAGC 3

Os produtos gerados pelo duplo PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% e tampdo TBE 0,5X. A eletroforese foi conduzida com voltagem constante de
65V por 60 minutos. Para a coloracdo dos produtos de amplificacdo utilizou-se Sybr safe®
(1%), sendo a visualizagdo das amostras processadas realizada em transiluminador de
ultravioleta. O marcador molecular utilizado para definir o tamanho dos fragmentos

amplificados foi 0 1 Kb Ladder (Life Technologies).

2.2.4 ldentificacéo de fitoplasmas por PCR

Apbs a deteccdo de fitoplasmas realizada pela amplificacdo de fragmentos gendmicos
pelos iniciadores universais, foram conduzidas novas reacdes de PCR para a identificacao
destes fitoplasmas ao nivel de grupo. Para isto, foram empregados iniciadores especificos para
a identificagdo de fitoplasmas dos grupos 16Srl e 16Srlll, usando-se 0s iniciadores
R16(1)F1/R1 e R16(111)F2/R1, respectivamente (LEE et al., 1994). Os iniciadores especificos
de grupo foram empregados somente na segunda reacdo, sendo assim, utilizou-se uma
aliquota de 1 pL do produto gerado na primeira reagdo com os iniciadores P1/ P7 como molde
para a segunda reacdo com os iniciadores especificos para grupos. As reacGes de PCR foram
processadas nas mesmas condicGes descritas anteriormente para 0s iniciadores universais.
Como padréo positivo de reacdo para o grupo 16Srl foi utilizado o DNA de plantas de milho
infectadas pelo fitoplasma associado ao enfezamento vermelho, enquanto para o grupo
16Srlll foi usado o DNA extraido de plantas de chuchu portadoras do fitoplasma associado ao

enfezamento.

As sequéncias dos iniciadores de grupo estdo especificadas a seguir:
R16(1)F1- 5TAA AAG ACC TAG CAATAGG 3’
R16()R1- 5°CAA TCC GAA CTG AGACTGT 3’
R16(I11)F2- 5’AAG AGT GGA AAA ACT CCC 3’
R16(I1I)R1- 5°TCC GAA CTG AGATTGA 3’
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2.2.5 Sequenciamento da regido dos genes 16S rRNA e secY e anélise das sequéncias

O fitoplasma detectado em cada uma das amostras foi considerado como um isolado
ou “strain”, totalizando doze isolados. Para o sequenciamento, foram enviados fragmentos
genémicos amplificados na segunda reacdo de PCR conduzida com os pares de iniciadores
R16F2n/R2 e SecY-F1(ll1)/SecY-R1(lll). As sequéncias correspondentes a cada um dos
genes foram montadas em “contigs”, usando-Sse 0S programas Bio Edit V. 7.0.9.0 (HALL,
1999), sendo estas sequéncias analisadas pelo programa Multiple Sequence Alignment -
CLUSTALW.

2.2.6 Andlise de RFLP insilico

Para cada isolado, a andlise de RFLP das sequéncias amplificadas a partir do gene
secY foi conduzida in silico, empregando-se programa de computador. O alinhamento e corte
das sequéncias de nucleotideos foi realizada com auxilio do programa Bio Edit V. 7.0.5.3
(HALL, 1999). As sequéncias geradas pela segunda reacdo de PCR, com aproximadamente
1,6 kb, foram alinhadas com uma sequéncia do gene secY depositada no GenBank e cortadas
para aproximadamente 1,27 Kb. Apos este procedimento, a digestdo foi simulada em
computador (WEI et al., 2007), utilizando-se o programa pDRAW32 (AcaClode Software).
Foram utilizadas 18 enzimas de restricdo, sendo 17 delas previamente estabelecidas para
determinar a classificacdo dos fitoplasmas em grupos e subgrupos: Alul, BamHI, Bfal, BstUI
(Thal), Dral, EcoRlI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, SauAl (Mbol), Msel, Rsal, Sspl,
Taql. A enzima Tsp509I foi adicionada as demais enzimas. Apds a digestdo, a eletroforese foi
simulada em gel de agarose a 3%. Os padrdes de restricdo gerados foram analisados e um
coeficiente de similaridade (F) foi calculado para cada par de isolados de fitoplasmas, de
acordo com a formula F = 2Nxy / (Nx + Ny), onde Nx e Ny sdo 0s numeros totais de bandas
no perfil de cada isolado e Nxy é o nimero de bandas em comum entre 0s mesmos (LEE et
al., 1998; NEI; LI, 1979). Na determinagdo do coeficiente de similaridade, as bandas até 50
pb foram consideradas para o calculo.

2.2.7 Detecgdo por microscopia eletronica de transmissao

Parte das amostras coletadas no campo foi preparada para analise dos tecidos em
microscopio eletrénico de transmisséo, visando a deteccdo direta de fitoplasmas no interior de
vasos do floema. Para isto, cortes de peciolos com aproximadamente 5 mm de comprimento
por 2 mm de diametro foram fixados em solucdo de Karnovsky modificado
(glutaraldeiodo2,5%+paraformaldeido2,5%,tampéo cacodilato 0,05M pH 7,2+CaCl, 0,005M)
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por 1 hora. Em seguida, os tecidos foram lavados 3 vezes por 10 minutos em tampao
cacodilato 0,005M e pds-fixados em solugdo de tetroxido de dsmio a 1% (OsO,4 1% tampdo
cacodilato 0,1 M) por 1 hora. A etapa de contraste foi conduzida usando-se acetato de uranila
a 0,5% por uma noite. Posteriormente, foi realizada a desidratacdo em serie acetilica,
permanecendo as amostras por 10 minutos em cada uma das concentracGes de 30-50-70 e
90%, e trés vezes por 10 minutos em acetona 100%. O material foi colocado para iniciar a
infiltracdo em acetona 100% e resina spurr puro, na propor¢do de 1:1 por 5 horas e, em
seguida, foi colocado em resina spurr puro por uma noite. Seguindo os procedimentos, as
amostras foram colocadas em formas apropriadas e cobertas com resina spurr puro a 60°C por
trés dias, finalizando-se, deste modo, o preparo das amostras, de acordo com a metodologia
descrita por Kitajima e Nome (1999).

Os blocos contendo as amostras foram cortados em ultramicrotomo Leika
Ultracut UCt. Os cortes ultrafinos, de aproximadamente 70 nm de espessura, foram feitos com
auxilio de uma navalha de diamante, sendo estes cortes depositados em telas de cobre e
contrastados com acetado de uranila e citrato de chumbo. As telas foram visualizadas em
microscopio Zeis Em 9000. Todo preparo das amostras, bem como a sua visualizacao
microscépica foram realizados no Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrénica
Aplicada a Agricultura (NAP/MEPA) da ESALQ/USP.

2.2.8 Analise filogenética

Uma arvore filogenética foi construida com base nas sequéncias nucleotidicas
componentes do fragmento genémico correspondente a regido do gene secY de fitoplasmas
representantes do grupo 16SrlIl depositadas no “GenBank” e do fitoplasma identificado neste
estudo nas plantas de meldo-de-Sdo-Caetano. Para tanto, foi usado o programa MEGA 5.0
(TAMURA et al., 2011) através de multiplos alinhamentos obtidos com o programa Clustal
W (THOMPSON et al., 1994). Para a construgéo da arvore filogenética também foram usadas
as sequéncias dos procariotos Acholeplasma laidlawii e Acholeplasma palmae como raiz,
sendo utilizado o método de agrupamento Neighbour-Joining. O teste “Bootstrapping foi

processado 1.000 vezes, para garantir a confiabilidade da posicéo dos ramos na arvore.

2.2.9 Fitoplasmas que foram utilizados neste trabalho
As sequéncias nucleotidicas dos fitoplasmas utilizados no presente estudo, seus
respectivos grupos e subgrupos, bem como seus nimeros de acesso no GenBank estdo

listados na Tabela 2.
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Tabela 2. - Sequéncias de nucleotideos correspondentes ao gene secY de fitoplasmas utilizados para a
construgdo da arvore filogenética, seus respectivos grupos e subgrupos, com nimeros de acesso ao

Genbank
Fitoplasma Doenca associada Origem Classificacdo com base no  Numero de acesso
gene 16S rRNA no GenBank
CX Peach X-disease Canada 16SrllI-A GU004327
CYE Clover yellow edge Lithuania 16Srlll-B GU004332
PBT Pecan bunchy top USA 16Srlll-C GU004361
GR1 Goldenrod yellows USA 16Srlll-D GU004364
SP1 Spirea stunt USA 16SrllI-E GU004326
MW1 Milkweed yellows USA 16Srlll-F GU004340
WWB Walnut witches’-broom USA 16Srlll-G GU004325
JR1Ph (PoiBl)  Poinsettia branch inducing USA 16SrllI-H GU004328
ChwaBlII Chayote witches’- broom Brazil 16Srlil-J *
MWB Momordica witches’-broom Brazil 16Srlll-J *
MT117 Potato purple top-MT USA 16SrlI-M GU004333
AKpot6 Potato purple top-AK USA 16Sr111-N GU004359

* As sequéncias foram determinadas neste trabalho, porém nao foram depositadas no GenBank. Estas sequéncias
estdo apresentadas no apéndice localizado no final do texto da dissertagéo.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Deteccao de fitoplasmas por PCR

Os sintomas observados nas plantas de mel&o-de-S&o-Caetano coletadas no campo
foram similares aqueles anteriormente descritos nos trabalhos de Montano et al. (2000),
Ribeiro et al. (2004) e Nilda e Montano (2010). As plantas exibiam sintomas caracterizados
por nanismo ou enfezamento generalizado da parte aérea, clorose acentuada nas folhas,
proliferacdo ou superbrotamento de ramos, encurtamento de entrenos, folhas e frutos de
tamanho bastante reduzido.

Fragmentos gendmicos de aproximadamente 1,2 Kb foram amplificados pelos
iniciadores P1/P7 e R16F2n/R2, a partir da regido 16S rDNA, confirmando a presenca de
fitoplasmas em todas as plantas doentes amostradas, sendo cinco representativas da
“variedade silvestre” e sete pertencentes a ‘“variedade cultivada”. Reagdes de duplo PCR
conduzidas com iniciadores L15-F1A(II)/Map-R1A(II) e SecY-F1(I)/SecY-R1(lI)
amplificaram fragmentos de DNA esperados de 1,6 Kb, correspondentes a regido do gene
secY, revelando a ocorréncia de fitoplasmas nos tecidos de todas as doze plantas de meldo-de-
Sdo-Caetano que exibiam sintomas da doenca (tabela3). Ambos os tipos de fragmentos foram
visualizados na forma de bandas, apds a eletroforese dos produtos de PCR conduzida em gel
de agarose, como ilustrado nas fotos documentadas (figuras 3 e 4). Como controle positivo
das reacdes de PCR baseadas no gene 16S rRNA foi utilizado o DNA de plantas de vinca

(Catharanthus roseus) sabidamente infectadas com fitoplasmas, o qual gerou um fragmento
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esperado de 1,2Kb; o padrdo positivo para as reacdes baseadas gene secY foi representado
pelo DNA extraido de plantas de chuchu portadoras do fitoplasma do superbrotamento, a
partir do qual foram amplificados fragmentos genémicos da ordem de 1,6 Kb. A agua foi
utilizada nos testes de PCR como forma de demonstrar a auséncia de contaminacdo das
misturas de reacdo. Nestes casos, nenhuma amplificacdo foi detectada, garantindo a
confiabilidade dos resultados.

Tabela 3 - Detecgdo de fitoplasmas em plantas de meldo-de-Sao-Caetano utilizadas no presente estudo, por meio
de duplo PCR conduzido com os iniciadores especificos da regido 16S rDNA e secY

Amostra Variedade 16S rDNA secY
Diluicdo Resultado  Diluicdo Resultado
P1 Silvestre 1:5 + 1:30 +
P2 Silvestre 1:5 + 1:30 +
P3 Silvestre 1:5 + 1:30 +
P4 Silvestre 1:5 + 1:30 +
P5 Silvestre 1:5 + 1:30 +
P6 Cultivado 1:5 + 1:30 +
P7 Cultivado 1:5 + 1:30 +
P8 Cultivado 1:5 + 1:30 +
P9 Cultivado 1:5 + 1:30 +
P10 Cultivado 1:5 + 1:30 +
P11 Cultivado 1:5 + 1:30 +
P12 Cultivado 1:5 + 1:30 +
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Figura 3 — Deteccéo de fitoplasmas em amostras de plantas de mel&o-de-Sdo-Caetano por meio da amplificacdo
de fragmentos de DNA de 1,2 Kb, em rea¢des de duplo PCR conduzidas com os iniciadores P1/ P7 e
R16F2n/R2. M = Marcador (1 Kb Ladder); P1 a P5= amostras de DNA extraido de plantas de meldo-
de-S&o-Caetano do tipo silvestre; P6 a P12= amostras de DNA extraido de plantas de meldo-de-Séo-
Caetano do tipo cultivado; C+= padrdo positivo da reacdo (vinca); C-= padrdo negativo (mix da
reacdo+ agua)

M_B1 P2eP3 R4 B5 PG P7 P8 P9 P10 P P12 C+r C o M

MOy i o & Py T — — ————— —

Figura 4 — Deteccdo de fitoplasmas em amostras de plantas de meldo-de-So-Caetano por meio da amplificagcdo
de fragmentos de DNA de 1,6 Kb, em rea¢des de duplo PCR conduzidas com os iniciadores L15-
F1IA(II)/Map-R1A(II), e SecY-F1(l11)/SecY-R1(1ll). M = Marcador (1 Kb Ladder); P1 a P5=
amostras de DNA extraido de plantas de meldo-de-Séo-Caetano do tipo silvestre. P6 a P12= amostras
de DNA extraido de plantas de meldo-de-Sao-Caetano do tipo cultivado. C+= padrdo positivo da

reacdo (chuchu); C-= padréo negativo (mix da reacdo+agua)
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2.3.2 ldentificacédo do fitoplasma por PCR

Em todas as doze amostras submetidas ao duplo PCR conduzido com o par de
iniciadores R16(111)F2/R16(111)R1, especifico para a identificacdo de fitoplasmas do grupo
16Srlll, ocorreu a amplificacdo de fragmentos de DNA de, aproximadamente, 0,8 Kb, os
quais sdo tipicos para fitoplasmas do grupo 16Srlll (figura 5). Assim, ficou comprovado que
um fitoplasma deste grupo estava associado as plantas de meldo-de-So-Caetano que exibiam
sintomas de superbrotamento. Fragmentos de 0,8 Kb também foram produzidos nos testes de
PCR, quando o DNA extraido de plantas de chuchu, comprovadamente portadoras de
fitoplasma do grupo 16SRIII, foi usado como modelo nas reagdes de amplificagéo.

Ensaios de duplo PCR com o emprego dos iniciadores R16(1)F1/R16(1)R1, especificos
para a identificacdo de fitoplasmas do grupo 16Srl, mostraram resultados negativos,
evidenciando a auséncia de fitoplasmas deste grupo nas plantas sintomaticas de meldo-de-
S&o-Caetano. No entanto, o DNA total obtido a partir de plantas de milho infectadas pelo
fitoplasma do enfezamento vermelho, um representante do grupo 16Srl, foi amplificado,
gerando um fragmento genémico esperado de 1,1 Kb e confirmando a validade do teste de
PCR (Figura 6).

A presenca de fitoplasmas do grupo 16Srlll nas plantas da “variedade silvestre” ja era
prevista, pois trabalhos anteriormente feitos com mel&o-de-S&o-Caetano demonstraram de
maneira consistente a associa¢do entre um fitoplasma deste grupo e plantas doentes desta
espécie. A primeira descricdo deste fitoplasma foi feita, no inicio da década passada, em
plantas de chuchu comercialmente cultivadas no estado do Rio de Janeiro (MONTANO et al.,
2000). Simultaneamente, neste mesmo trabalho, o fitoplasma foi identificado em plantas de
meldo-de-S&o-Caetano que cresciam nas adjacéncias de culturas de chuchuzeiro. Na época,
foi proposto que por se tratar de mesmo fitoplasma, as plantas silvestres poderiam atuar como
reservatorio e/ou fonte de indculo deste patégeno. O mesmo fitoplasma foi identificado,
alguns anos mais tarde, em plantas silvestres de meldo-de-Sao-Caetano que se desenvolviam
em cercas utilizadas em areas de pastagens, no estado de Sao Paulo.

A identificacdo de fitoplasma do grupo 16SrIll em todas as plantas da “variedade
cultivada” se constitui em nova informacao, pois os relatos anteriores se referem somente a
plantas da “variedade silvestre”. E interessante comentar que os sintomas presentes nestas
plantas séo idénticos aqueles observados nas plantas do tipo silvestre. Assim, foi verificado,
em condicbes de campo, uma grande reducdo no porte da planta, severa clorose foliar,
diminuicdo acentuada no tamanho das folhas e reducdo drastica nas dimensdes dos frutos. As

plantas sadias de ambas as “variedades” podem ser distinguidas a distancia, porém as plantas
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doentes da “variedade cultivada” podem se confundir com aquelas da “variedade silvestre”,
tal € o efeito negativo da doenga sobre as mesmas.

Fitoplasmas do grupo 16Srlll sdo encontrados com muita frequéncia em associagdo
com diversas doencas observadas em uma série de espécies cultivadas e ndo cultivadas nas
diversas regibes brasileiras. Representantes do grupo 16Srlll ja foram relatados diversas ervas
daninhas como mentrasto, serralha, falsa-serralha, mentruz, carrapateira, buva, rubim,
guanxuma, erva de rato, joa-de-capote (ECKSTEIN, 2010) e em espécies de interesse
agrondmico tais como cinamomo (DUARTE et al., 2009), videira (NERONI, 2009),
abobrinha (MELO et al., 2009), maracuja (RIBEIRO, 2008), macieira (RIBEIRO et al.,
2007), bucha-vegetal (MONTANO et al., 2007), couve-flor (RAPUSSI-DA-SILVA;
BEDENDO, 2008), bico-de-papagaio (PEREIRA et al., 2006), begonia (RIBEIRO et al.,
2006), abobora (MONTANO et al., 2006), tomate (AMARAL MELLO, 2003), chuchu
(MONTANO et al., 2000), mandioca (BARROS et al., 1998; FLORES, 2010), crotalaria
(BARROS et al., 1998) e berinjela (BARROS et al., 1998).

Assim, 0 meldo-de-Séo-Cacetano, “variedade cultivada”, embora da mesma espécie que
aquele da “variedade silvestre”, pode ser relacionado como mais um hospedeiro deste

importante grupo de fitoplasmas.

M P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PIOP11P12 C+ C- M

7

Figura 5 — Identificacdo de fitoplasmas em amostras de plantas de meldo-de-S8o-Caetano por meio da
amplificagdo de fragmentos de DNA de 0,8 Kb, em reacBes de duplo PCR conduzidas com 0s
primers P1/P7 e R16(111)F2/ R16(1I1)R1. M = Marcador (1 Kb Ladder); P1 a P5= amostras de
DNA extraido de plantas de meldo-de-Sao-Caetano do tipo silvestre. P6 a P12= amostras de DNA
extraido de plantas de meldo-de-Sdo-Caetano do tipo cultivado. C+= padrdo positivo da reacéo
(chuchu); C-= padréo negativo (mix da reacdo+agua)
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Figura 6 — Identificacdo de fitoplasmas em amostras de plantas de meldo-de-Sdo-Caetano por meio da
amplificagdo de fragmentos de DNA de 1,1Kb, em reac¢fes de duplo PCR conduzidas com o0s
primers P1/P7 e R16(1)F1/R16(1)R1. M = Marcador (1 Kb Ladder); P1 a P5= amostras de DNA
extraido de plantas de meldo-de-Sdo-Caetano do tipo silvestre. P6 a P12= amostras de DNA
extraido de plantas de meldo-de-S&o-Caetano do tipo cultivado. C+= padrdo positivo da reacéo
(milho); C-= padrdo negativo (mix da reagdo+agua)

2.3.3 Detecc¢ao por microscopia eletrénica

As seccdes ultrafinas de peciolo visualizadas ao microscopio eletrénico de transmissédo
evidenciaram a presenca de corplsculos pleomorficos de tamanho variavel, no lumen dos
elementos de vasos do floema (figura 7). Estas células sem forma definida sdo tipicas de
fitoplasmas, pelo fato de ndo apresentarem a parede celular que confere um formato constante
as mesmas. Corpusculos desta natureza sao frequentemente observados em plantas infectadas
por fitoplasmas, desde que sua concentracdo nos tecidos seja relativamente elevada. A
importancia da microscopia eletronica de transmissdo no estudo dos fitoplasmas, data da
descoberta destes procariotos ha mais de quarenta anos (DOI et al., 1967). Esta técnica tem
permitido confirmar diagnosticos baseados nos sintomas exibidos pelas plantas suspeitas de
infeccdo. No Brasil, a microscopia eletrdnica tem contribuido sobremaneira para o
conhecimento das doencas de etiologia fitoplasmastica, possibilitando listar numerosas
doencas deste tipo que ocorrem em diversas espécies botanicas (BEDENDO, 2012). Embora
fitoplasmas tenham sido relatados em plantas de meldo-de-S&o-Caetano ao longo dos anos,
salvo melhor conhecimento, nenhum registro microscopico foi publicado. No presente
trabalho, foi possivel visualizar e fotografar as celulas de fitoplasmas nos vasos de plantas
sintomaticas, complementando os resultados obtidos através do uso de técnica molecular para

evidenciar a presenca de fitoplasmas em plantas doentes.



Figura 7 — Corpusculos pleomorficos, observados ao microscopio eletrénico de transmissdo, presentes no Iimen
de elemento de floema de planta sintomética de meldo-de-S&o-Caetano

2.3.4 Analise das sequéncias nucleotidicas

2.3.4.1 Anédlise das sequéncias do gene 16S rRNA

O alinhamento e andlise das sequéncias amplificadas pelos iniciadores P1/P7 e
16F2n/16R2 em PCR duplo revelaram perfeita identidade entre estas sequéncias e aquelas
pertencentes ao fitoplasma associado ao superbrotamento do chuchu, um tipico representante
do subgrupo 16Srlll-J (MONTANO et al., 2000). Este resultado, de certa forma, era previsto,
pois um fitoplasma deste mesmo subgrupo ja havia sido identificado em plantas de melao-de-
Sao-Caetano (“variedade silvestre”) naturalmente infectadas (MONTANO et al., 2000;
RIBEIRO et al., 2004) e que apresentavam sintomatologia idéntica aquela observada nas
plantas da “variedade cultivada” amostradas para este estudo. Assim, ficou claramente
evidenciado que um fitoplasma do subgrupo 16SrllI-J esta associado aos sintomas exibidos
pelas plantas da “variedade cultivada” da espécie M. charantia. Portanto, a chamada
“variedade cultivada” é hospedeira de um fitoplasma do subgrupo 16SrlllI-J.

Este fitoplasma parece estar restrito a area geografica da América do Sul, uma vez que
os relatos até agora existentes foram feitos em paises pertencentes a este continente. Embora
descrito pela primeira vez em plantas de chuchu e meldo-de-Sdo-Caetano (MONTANO et al.,
2000), nos anos posteriores foi descrito, no Brasil, em plantas das familias Amaranthaceae
(ECKSTEIN, 2008), Ampelidaceae (NERONI, 2009), Brassicaceae (RAPUSSI-DA-SILVA,
2010) e Solanaceae (ECKSTEIN, 2010; AMARAL MELLO et al., 2011).
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2.3.4.2 Andlise de RFLP in silico das sequéncias do gene secY

Apo6s o alinhamento das doze sequéncias correspondentes aos doze isolados de
fitoplasmas encontrados nas plantas de meldo-de-S&o-Caetano, foi observada a auséncia de
polimorfismo entre as sequéncias amplificadas a partir do gene secY (dados ndo mostrados).
Com base nestes resultados, foi selecionada uma sequéncia como representativa das demais
sequéncias determinadas para estes isolados. Por outro lado, polimorfismo foi identificado
quando foram analisadas, por comparacao, as sequéncias da regido do gene secY pertencentes
a alguns fitoplasmas do grupo 16Srlll, as quais estavam disponiveis no Genbank, e a
sequéncia representativa do fitoplasma identificado nas plantas de mel&o-de-S&o-Caetano.
Neste caso, a comparacao foi feita pela analise dos padrdes de restricdo gerados pela digestdo
in silico destas sequéncias, com 0 uso de 18 enzimas de restricdo previamente estabelecidas
(LEE et al., 2010), sendo os resultados ilustrados nas figuras 8 e 9. A construcdo de mapas
putativos de restricio com estas mesmas enzimas também serviram para evidenciar 0s
resultados previamente obtidos nas analises dos padrdes de restricdo virtuais. Isto permitiu
identificar os distintos sitios de restricdo nas sequéncias do gene secY dos diversos
fitoplasmas membros de subgrupos afiliados ao grupo 16Srlll, incluindo o fitoplasma
presente nas plantas de meldo-de-S&o-Caetano (Figuras 10, 11 e 12). Tanto os resultados
visualizados através dos modelos coletivos dos padrdes de restricio como no conjunto dos
sitios putativos de restricdo evidenciados nos mapas revelaram que a sequéncia nucleotidica
presente no fitoplasma encontrado nas plantas de meldo-de-Sao-Caetano é idéntica aquela
presente no fitoplasma representante do grupo 16Srlll subgrupo J, associado ao enfezamento
do chuchuzeiro, confirmando a colocagédo do fitoplasma encontrado no presente estudo dentro
do subgrupo 16Srlll- J.

Os parametros analisados neste estudo revelaram que a sequéncia do gene secY
apresenta variabilidade genética, considerando-se alguns dos subgrupos componentes do
16Srlll aqui avaliados. Assim, os valores do coeficiente de similaridade entre as sequéncias
variaram de 0.41 a 1.00 (tabela 4), indicando a diversidade genética entre o fitoplasma
presente no meldo-de-Sdo-Caetano e aqueles representantes de outros subgrupos aqui
considerados. No entanto, este coeficiente revelou a completa identidade existente entre este
fitoplasma e o representante do subgrupo 16Srlll-J. Com base no gene 16S rRNA o0s
fitoplasmas estudados neste trabalho s@o classificados em 11 subgrupos, porém a
determinacdo dos valores dos coeficientes de similaridade calculados para estes mesmo
fitoplasmas com base no gene secY mostrou que 0s mesmos representam 10 subgrupos. Isto é

justificavel, pois os representantes dos subgrupos 16SrlllI-D e 16SrllI-M mostraram
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identidade completa, uma vez que o valor do coeficiente de similaridade entre estes
fitoplasma foi igual a 1.0 (tabela 4). As enzimas Alul, Bfal, Dral, Hinfl, Msel e Rsal foram
aquelas que permitiram detectar as maiores variacdes nas analises dos padrdes coletivos de
restricdo gerados pelas digestdes in silico, como pode ser observado nos diferentes tipos de
padrdes apresentados pelos diversos representantes dos grupos 16Srlll, caracterizados com
base no gene 16S rRNA (Tabela 5). Estudos complementares poderdo fornecer maiores
subsidios confirmando estas enzimas como possiveis enzimas chaves para diferenciacdo de
grupos ou subgrupos de fitoplasmas. Os resultados aqui obtidos sdo plenamente concordantes
com o trabalho publicado por Lee e colaboradores (2010), o qual pode ser considerado como
um dos pioneiros dentre aqueles que buscaram demonstrar a validade do emprego do gene
secY como um marcador para estudos de diferenciacdo de fitoplasmas. A utilizacdo de
multiplos genes com diferentes graus de variabilidade genética realmente representa uma
ferramenta necessaria e Gtil para a identificacdo de variabilidade genética e seu uso na

classificacdo de fitoplasmas.
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wws JR1Ph[POBI

Figura 8 - Padrdes de restricdo de RFLP gerados pela digestdo in silico de fragmentos de DNA correspondentes
a regido do gene secY de fitoplasmas representantes do grupo 16Srlll. Enzimas de restricdo: Alul,
BamHI, Bfal,BstUl, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal, Sspl,
Tagl, Tsp5091. M=marcador ¢X174-DNA Haelll digest. Fitoplasmas: CX (16SrllI-A), CYE (16SrllI-
B), PTB (16SrllI-C), GR1 (16SrllI-D), SP1 (16SrllI-E), MW1 (16SrllI-F), WWB (16SrllI-G), JR1Ph
(PoiBI)
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ChwB

AKPOT6E

Figura 9 - Padrdes de restricdo de RFLP gerados pela digestéo in silico de fragmentos de DNA correspondentes
a regido do gene secY de fitoplasmas representantes do grupo 16Srlll e do fitoplasma encontrado nas
plantas de meldo-de-Sdo-Caetano. Enzimas de restricdo: Alul, BamHI, Bfal,BstUl, Dral, EcoRl,
Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal, Sspl, Taqgl, Tsp509]. M=marcador ¢X174-
DNA Haelll digest. Fitoplasmas: MWB (16Srll1-J), MT117 (16Srll1-M), AKpot6 (16Srlll-N), ChWB
(16Srlll-J)
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do gene secY de fitoplasmas pertencentes

SP1

Figura 10 — Mapas putativos de sitios de restricdo envolvendo a regido

Alul, BamHI, Bfal,BstUl, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl,

Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal, Sspl, Taql, Tsp509I. Fitoplasmas

(16Sr111-B), PTB (16Srl11-C), GR1 (16Srl11-D), SP1 (16Srl1I-E)

ao grupo 16Srlll. Enzimas de restricao

CX (16Srlll-A), CYE
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Figura 11 — Mapas putativos de sitios de restricdo envolvendo a reg

ao grupo 16Srlll e do fitoplasma identificado em plantas de meldo-de-Sdo-Caetano. Enzimas de

Alul, BamHI, Bfal,BstUl, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol,

Msel, Rsal, Sspl, Tagl, Tsp509l. Fitoplasmas

restricao
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Figura 12 — Mapas putativos de sitios de restricdo envolvendo a regido do gene secY de fitoplasmas pertencentes

ao grupo 16Srlll. Enzimas de restricao: Alul, BamHI, Bfal,BstUl, Dral, EcoRlI, Haelll, Hhal, Hinfl,

Hpal,Hpall, Kpnl, Mbol, Msel, Rsal, Sspl, Tagl, Tsp509I. Fitoplasmas: AKpot6 (16SrllI-N), ChwB

(16Sr111-J)

Tabela 4 - Coeficientes de similaridade (F) calculados entre pares de fitoplasmas representantes de diversos

subgrupos do grupo 16Srlll e o fitoplasma identificado em plantas de meldo-de-S&o-Caetano

(MWB)

MWB

N

SUBGRUPO
CX (16Sr11I-A)

1
0,718

0,495

CYE (16rl11-B)

1

0,547

PTB (16Sr111-C)

1

0,433 0411 0,442

0,760 0,871

0,524

GR1 (16Srl1I-D)
SP1 (16Sr111-E)

1
0,860 0,851 0,938 0,519

0,427

0,862

1

0,423 0,415 0,878 0,435

0,543

MW1 (16Srl11-F)

1

0,924

WWB (165r111-G)

0495 0471 0485 0,880 0,485 0,924 1

0,981

JRIPh (16Srl1I-H)
ChWB (16Srl11-J)

0584 0504 0576 0472 0576 0,467 0,495 1

0,477

1

0,500 0,938 0475 0524 0,673

1
0820 0,851 0979 0,480 0,938 0455 0504 0,634 0,979

0584 0504 0576 0472 0576 0,467 0,495

0,780 0,851

0,524

MT117 (16Sr111-M)

1
0,673 0,634

0,524

AKpot6 (16Sr111-N)
MWB (16Sr111-J)

1

1

0,477
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Tabela 5 — Tipos de padrdes de restricdo gerados por 10 das 18 enzimas usadas na digestdo in silico do gene
secY, amplificado a partir de fitoplasmas pertencentes a diversos subgrupos do grupo 16Srlll,
incluindo o fitoplasma presente em meldo-de-Sao-Caetano

FITOPLASMA ENZIMAS
Alul Bfal Dral Haelll Hhal Hinfl Msel Rsal Taql Tsp509I
CX (16SrlllI-A) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CYE (16SrllI-B)
PTB (16Sr11I-C)
GR1 (16Srll1-D)
SP1 (16SrllI-E)
MW1 (16SrllI-F)
WWB (16Srl11-G)
JR1Ph (16SrllI-H)
ChWB (16Srl11-J)
MT117 (16Sr111-M)
AKpot6 (16Srl11-N)
MWB (16Srl11-J)

~NWWNOR O DWWN
ANNANRNNMNNWNDRNRN
DLW WDRARPRRPRPWEWWN
WWWWEREREPNEWNN
WRNNWRERENEFERNNDN
OO RPERPDMREDWOWN
N uNPRPRODMODAWN
N WWNERERFPWRAWWN
WNNWEREERLPNERNNDRN
WN PR WRRPRREREN

2.3.4.2 Analise filogenética

A érvore filogenética que ilustra a analise das relagdes filogenéticas entre fitoplasmas
representantes tipicos de alguns subgrupos do grupo 16Srlll e o fitoplasma identificado em
meldo-de-Sao-Caetano (figura 13) mostrou resultados que deram suporte aqueles revelados
nas analises de RFLP e similaridade de sequéncias. Na visualizacdo da arvore pode ser notado
que os fitoplasmas do superbrotamento do chuchu e aquele do meldo-de-Séo-Caetano
emergem do mesmo ramo com um valor de Bootstraping altamente confiavel. Isto implica em
dizer que ambos pertencem ao mesmo subgrupo 16Srlll-J. Além disto, os fitoplasmas
pertencentes aos subgrupos 16Srlll-D e 16Srlll-M mostraram uma estreita relacdo
filogenética entre si, em perfeita concordancia com os tipos de padrfes de restricdo gerados
pela digestdo in silico da sequéncia do gene secY com diversas enzimas. As relagdes
filogenéticas entre os fitoplasmas componentes da presente arvore também acompanham as
mesmas tendéncias daquelas relatadas por Lee e colaboradores (2010), em relacdo aos
fitoplasmas componentes de distintos subgrupos do grupo 16Srllil.



48

a4

82

—80: Peach X-disease (GU004327) 16Srlll-A
43

Poinsettia branch inducing (GU004328) 16Srlll-H

Walnut witches-broom (GU004325) 16SrllI-G

Spirea stunt (GU004326) 16Srlll-E
i Chayote witches broom (*) 16SrllI-J

] — Momordicawitches-broom (*) 16SrllI-J

Clover yellow edge (GU004332) 16Srlll-B

38

83

Pecan bunchy top (GU004361) 16Srlll-C

89

Milkweed yellows (GU004340) 16Srlll-F
Goldenrod yellows (GU004364) 16SrllI-D

7 { Potato purple top-MT (GU004333) 16SrllI-M
43

Potato purple top-AK (GU004359) 16Srlll-N
—— Acholeplasma palmae J233 (NR 029152.1)

Figura 13 - Arvore filogenética construida a partir de sequéncias do gene secY encontrado em fitoplasmas
afiliados a alguns subgrupos do grupo 16Srlll, fitoplasma identificado em meldo-de-S&o-Caetano
(MWB) e os procariotos Acholeplasma laidlawi e Acholeplasma palmae. Os nimeros nos ramos
indicam os valores de confianga baseados no “Bootstraping”. (*) As sequéncias foram determinadas
neste trabalho, porém ndo foram depositadas no GenBank. Estas sequéncias estdo apresentadas no

100 I—Acholeplasma laidlawii JA1 (JN935888.1)

apéndice localizado no final do texto da dissertacéo
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3 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente trabalho, as seguintes conclusdes podem ser
apresentadas:

- O fitoplasma identificado nas plantas sintomaticas de meldo-de-S&o-Caetano
“variedade cultivada”, tanto pela andlise do gene 16S rRNA como do gene secY, mostrou ser
afiliado ao subgrupo 16SrllI-J.

- As andlises das sequéncias nucleotidicas do gene secY nao permitiram a
diferenciacdo genética dos isolados do fitoplasma pertencente ao subgrupo 16Srlll-J,
encontrados nas plantas de meldo-de-Sao-Caetano.
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APENDICE A

>Sequéncia do gene secY do fitoplasma presente nas plantas de medo-de-Sdo-Caetano
(MWB).

ATGAAAATGGTAATAGATTTTCTTCGTGATAAAAGTAAAATAATTAAAAAAATTTTATTTACTTTAGTTATTTTA
TTTATCTTTGTTATCGGTAATAAATTAGTCATTCCTTATGTAACAGTTCAAGAAAAATTTCTTTTTGACATTAAAT
CGGCAATTTTTAAACTTTAAATGTCTGGTTTATTCGAAGCTAATGGTTCTATATATTTTTTATCTTTAGGGGTTTA
TCCTTATATTACTGCCTCTATTATTGTCCAGTTTGCGCAAAAATTATTTCCTTTTATGAAAGAATGGCAAGAACA
AGGCGAAAGAGGAAAATATAAAACCAATTTAGTGACTCGTTCTTTGACTTTGCTGTTTGCAGTAGGATTGGCTT
TATCTTCAATTCAACGCGATGGAATTGCCACGCTCGCTAACAATTAAAGCGCATGTTTTAACCATAGTGTTTTTT
TTAGTAGTCGGAGCTTTCATTAGCGTTTGGTTAGCTGATTTAATCACTTCCAAAGGGAATAGGGAAACGGTATT
TCTATTTTCGTAGCAATTAGTGTCAGTAAGAATTTATTTGAAACACTGCAATTTTTAACAAAAATCGACGATACA
AACTTTGTAACTAAAAGAATCTTGACTTTAGTAGTTTTGTTAATCTTGTTAATTTTAACAGTGATTTTATCAGCTG
CTTATTTAAAAGTTCCAATGACTTACGCTACTAAACAAAATAATGATAAAATAAACAATCACATCCCTTTAAAAC
TTAACACTTCAGGAATTTTGTCAGTAATTTTAGCCAACAGTTTATTGCAATTTTTTGGCACTATTTCGCTTTTGTT
GGGACCAGAAAATGGTTTTTCCAAATGGGTAACTCAATTTCAAGCCTCTCAAAGTAATTATTTAGGTTTAGGTT
TTTTTGTTTACTTATTATTAATTTTGTTATTTTCAGTTTTTTCTACTTTTATAACTATCAATCCGGCAGATATTGCCG
AACATTTATCAAAACAAGATGCTTACTTAGAAGGGGTAAAACCTGGAGACGAAACAGTTTATAAAATTACTCA
AAAATTATTTAAAGTAACAATCATCGGCGCTTTTGCTTTAACTGTCTTAGCTGCTTTACCTGAATTGATTAAATTT
TTTGTTTGGACTAATGAATCTGACCGAACAGTTAAAGTTCAATTAGGTGGTACTAGTCTTTTAATTGTTGTAGGT
GTGGCTGTTGAAGTAATGCAACGTATAACGACTCAAACTAACGTTAAGAAATTATACCAAAAAATTATTTTA

>Sequéncia do gene secY do fitoplasma presente nas plantas de chuchu (ChWB)

ATGAAAATGGTAATAGATTTTCTTCGTGATAAAAGTAAAATAATTAAAAAAATTTTATTTACTTTAGTTATTTTA
TTTATCTTTGTTATCGGTAATAAATTAGTCATTCCTTCTGTAACAGTTCAAGAAAAATTTCTTTTTGACATTAAAT
CGGCAATTTTTAAACTTTAAATGTCTGGTTTATTCGAAGCTAATGGTTCTATATATTTTTTATCTTTAGGGGTTTA
TCCTTATATTACTGCCTCTATTATTGTCCAGTTTGCGCAAAAATTATTTCCTTTTATGAAAGAATGGCAAGAACA
AGGCGAAAGAGGAAAATATAAAACCAATTTAGTGACTCGTTCTTTGACTTTGCTGTTTGCAGTAGGATTGGCTT
TATCTTCAATTCAACGCGATGGAATTGCCACGCTCGCTAACAATTAAAGCGCATGTTTTAACCATAGTGTTTTTT
TTAGTAGTCGGAGCTTTCATTAGCGTTTGGTTAGCTGATTTAATCACTTCCAAAGGGAATAGGGAAACGGTATT
TCTATTTTCGTAGCAATTAGTGTCAGTAAGAATTTATTTGAAACACTGCAATTTTTAACAAAAATCGACGATACA
AACTTTGTAACTAAAAGAATCTTGACTTTAGTAGTTTTGTTAATCTTGTTAATTTTAACAGTGATTTTATCAGCTG
CTTATTTAAAAGTTCCAATCACTTACGCTACTAAACAAAATAATGATAAAATAAACAATCACATCCCTTTAAAAC
TTAACACTTCAGGAATTTTGTCAGTAATTTTAGCCAACAGTTTATTGCAATTTTTTGGCACTATTTCGCTTITGTT
GGGACCAGAAAATGGTTTTTCCAAATGGGTAACTCAATTTCAAACCTCTCAAAGTAATTATTTAGGTTTAGGTT
TTTTTGTTTACTTATTATTAATTTTGTTATTTTCAGTTTTTTCTACTTTTATAACTATCAATCCGGCAGATATTGCCG
AACATTTATCAAAACAAGATGCTTACTTAGAAGGGGTAAAACCTGGAGACGAAACAGTTTATAAAATTACTCA
AAAATTATTTAAAGTAACAATCATCGGCGCTTTTGCTTTAACTGTCTTAGCTGCTTTACCTGAATTGATTAAATTT
TTTGTTTGGACTAATGAATCTGACCGAACAGTTAAAGTTCAATTAGGTGGTACTAGTCTTTTAATTGTTGTAGGT
GTGGCTGTTGAAGTAATGCAACGTATAACGACTCAAACTAACGTTAAGAAATTATACCAAAAAATTATTTTA




