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RESUMO GERAL

As familias botanicas Loranthazeae e Viscaceae sdo constituidas por arbustos clorofilados, em
geral, hemiparasitas de arvores e arbustos, retirando dos seus hospedeiros agua e sais minerais
através de suas raizes modificadas chamadas de haustdrios. Diante do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo identificar espécies de plantas parasitas em pomares de citrus e
pinha. Inicialmente foram visitadas areas de producdo de citrus e pinha com histérico de
parasitismo. Foram coletados trés ramos (fértil e nao fértil) de cada hemiparasita, sendo o
material vegetal etiquetado, georeferenciado e herborizados para identificagdo botanica. O
DNA total foi extraido a partir de amostras foliares e usado em reacGes de PCR com o0s
iniciadores ITS 1 e 4. Amplicons foram enviados para sequenciamento na Macrogen Inc.
(Seoul, Coréia do Sul). As sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas com o algoritmo
BLASTN e o banco de dados de nucleotideos ndo-redundante GenBank, para determinar as
espécies hemiparasitas com as quais elas compartilham maior identidade de sequéncia. As
quais foram utilizadas para inferéncias das arvores filogenéticas. Foram encontrados quatro
géneros de erva-de-passarinho, Passovia, Struthanthus, Phoradendron e Psittacanthus,
pertencentes a duas familias boténicas (Loranthaceae e Viscaceae), totalizando oito espécies
diferentes, parasitando diversos hospedeiros. Analises BLASTn e filogenética mostraram que
apenas uma das espécies retida aqui tinha sequéncias de nucleotideos depositadas no banco de
dados GenBank. Além disso, estes sdo os primeiros relatos de Passovia pyrifolia (Kunth)
Tiegh. e Struthanthus marginatus (Desr.) G. infectando pomares de Citrus sinensis no estado
de Alagoas e Phoradendron mucronatum (D.C.) Krug. &. Urb. e Phoradendron
quadrangulare (Kunth) Griseb. parasitando Annona squamosa L. no Brasil.

Palavras-chave: Loranthaceae. Viscaceae. Pinha. Struthanthus. Passovia. Phoradendron.



GENERAL ABSTRACT

The botanical families Loranthaceae and Viscaceae consist of chlorophyll shrubs generally
mistletoes trees and shrubs, removing their hosts water and minerals through their roots
modified haustoria calls. Given the above, this study aimed to identify species of parasitic
plants in citrus orchards and pine cone. Initially we were visited citrus-producing areas and
pine cone with parasitism history. They collected three branches (fertile and infertile) of each
mistletoe, being labeled plant material, georeferenced and herborized for botanical
identification. Total DNA was extracted from leaf samples and used in PCR with primers 1
and 4. ITS amplicons were sent for sequencing in Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). The
sequences obtained were initially analyzed using the BLASTn algorithm and the non-
redundant nucleotide database GenBank mistletoes to determine the species with which they
share greater sequence identity. Which were used for inference of phylogenetic trees. They
were found four kinds of herb-of-finch, Passovia, Struthanthus, Phoradendron and
Psittacanthus belonging to two botanical families (Loranthaceae and Viscaceae), totaling
eight different species, parasitizing different hosts. BLASTn and phylogenetic analysis
showed that only one of the species retained here had nucleotide sequences deposited in
GenBank database. Moreover, these are the first reports of Passovia pyrifolia (Kunth) Tiegh.
and Struthanthus marginatus (DESR.) G. infecting orchards of Citrus sinensis in the state of
Alagoas and Phoradendron mucronatum (DC) Krug. &. Urb. And Phoradendron
quadrangulare (Kunth) Griseb. parasitizing Annona squamosa L. in Brazil.

Keywords: Loranthaceae. Viscaceae. Pinecone. Struthanthus. Passovia. Phoradendron.
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1. INTRODUCAO GERAL

As familias Loranthaceae e Viscaceae sdo constituidas por espécies de vegetais
denominados de hemiparasitas, pois apresentam clorofila mas necessitam de um hospedeiro
para a manutencdo do aparato fotossintético, retirando agua e sais minerais dos hospedeiros.
Mesmo diante da sua importéncia ecoldgica, medicinal e parasito-agronémica, esse grupo de
planta € pouco investigado (ARRUDA et al 2012). Os principais géneros presentes no Brasil
sdo Passovia, Struthanthus, Phoradendron e Psittacanthus, apresentando plantas perenes,
com folhas sempre verdes (CALVIN; WILSON, 2006).

Devido a disseminacdo de suas sementes serem feitas pelos passaros, estas plantas séo
popularmente conhecidas como “erva-de-passarinho” e € através dessas aves que a maioria
das infestacdes acontece. Ao se alimentarem dos frutos, 0s passaros liberam as sementes nos
ramos das plantas hospedeiras, seja por meio das fezes ou regurgitagdo. Essas sementes ao
aderirem nos ramos podem germinar e emitir imediatamente uma radicula, as quais se
transformardo em raizes especiais chamadas de haustorios. A penetrarem no caule, 0sS
haustérios desenvolverem uma unido complexa com o tecido vascular da planta hospedeira,
possibilitando a erva-de-passarinho retirar &gua e sais minerais para manutencdo do aparato
fotossintético. Esta relacdo leva a modificacdes no crescimento de arvores ornamentais ou
pomares, gerando perdas na producdo agricola de algumas frutiferas e ornamentais, sendo
consideradas em muitos casos como plantas daninhas (AMICO et al., 2009; LEAL et al.,
2006).

Identificar a taxonomia e diversidade de uma comunidade de plantas daninhas é de
fundamental importancia para a escolha do melhor método de manejo (ERASMO et al. 2004).
A sequéncia de DNA como fonte de variacdo € muito utilizada na resolucdo de questdes
taxonémicas e filogenéticas (MORITZ; HILLIS, 1990; NEI, 1987). Neste sentido, estudos
comparativos de sequéncias do gene do RNA ribossomal permitem verificar relacGes
filogenéticas de diferentes niveis taxondmicos e determinar a estrutura genética de populacdes
(KING; SCHALL, 1989).

Atualmente, as andlises de dados morfolégicos e moleculares tém auxiliado no
entendimento de relacOes filogenéticas entre plantas. Sequéncias nucleares e extranucleares
podem ser utilizadas para tais finalidades. No intuito de solucionar algumas questfes
taxonémicas e filogenéticas, sequéncias de DNA tém sido utilizadas como fontes de variagédo
(TOKUOKA, 2008).
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A escolha do tipo de sequéncia depende do objetivo do estudo e do grau de parentesco
entre as espécies. As regides ITS1 e ITS2, por exemplo, podem ser utilizadas entre espécies
proximas e também no plano intraespecifico (MAYER; SOLTIS, 1999). No entanto, para
estabelecer relacGes filogenéticas entre espécies distantemente relacionadas, sdo utilizadas
sequéncias mais conservadas, como as sequéncias que codificam a subunidade 18S
ribossomal (rDNA 18S). Por ser uma regido bem conservada, o rDNA 18S tem sido
amplamente empregado em estudos filogenéticos em plantas (HAO et al., 2008; TOKUOKA,
2008).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a identificacdo e caracterizagdo
molecular de plantas hemiparasitas, pertencentes as familias Loranthaceae e Viscaceae,

infestando pomares e areas proximas no estado de Alagoas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Parasitismo e aspectos botanicos das familias Loranthaceae e Viscaceae

O habito do parasitismo evoluiu varias vezes entre plantas e entre as angiospermas
heterotréficas, sendo consideradas plantas parasitas aquelas que obtém recursos diretamente
de suas hospedeiras (NICKRENT, 2002; NICKRENT; MUSSELMAN, 2004). Existem
aproximadamente 4100 espécies de plantas parasitas distribuidas em 19 familias
(NICKRENT; MUSSELMAN, 2004). Esse grupo de plantas abrange ampla variedade
morfoldgica, estratégias de vida e formas de crescimento, e podem ser encontradas em todo o
mundo, habitando desde florestas tropicais Umidas a tundras subérticas (BELL; ADAMS,
2011).

Algumas espécies deste grupo sdo generalistas, podendo parasitar uma ampla
variedade de hospedeiros, enquanto que outras apresentam uma limitagdo na gama de
hospedeiros que parasitam, sendo que algumas poucas espécies sdo conhecidas por
parasitarem apenas uma Unica espécie de planta (CAZETTA; GALETTI, 2003) e sédo

chamadas também de especialistas.

A familia Loranthaceae é um grupo de plantas hemiparasitas constituido por cerca 990
espécies, distribuidas em 75 géneros, sendo facilmente encontradas no Brasil (NICKRENT 2010).
Maior familia da ordem Santalales, a ocorre no Brasil juntamente com as familias Santalaceae
e Viscaceae, representada por 12 géneros e 131 espécies distribuidas por todos os dominios
fitogeograficos (ARRUDA et al 2012). O género Struthanthus é o mais diverso, dentro desta
familia possuindo cerca de 45 espécies (KUIJT 2011).

Viscaceae ou familia do visco possui sete géneros, todos hemiparasitas de caules. O
género Phoradendron é o mais numeroso com 234 espécies e distribuicdo predominantemente
americana, ocorrendo principalmente em regides tropicais (KUIJT, 2003). Supostamente, a
familia Viscaceae teria se originado na Asia oriental, irradiando através da Laurdsia no inicio
do periodo Terciario e posteriormente dispersou-se para os continentes sulinos (WIENS;
BARLOW, 1971). No Brasil, sdo estimadas cerca de 62 espécies (REIF, 2004) ocupando
variados ecossistemas (SOUZA; LORENZI, 2005).

A maioria destes vegetais possui em suas sementes uma substancia chamada de visco

que as permitem fixar-se na planta hospedeira, apds serem ingeridas e depositadas por
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passaros, com excecdo das sementes dos géneros Nuytsia e Misodendrum que séo dispersas
pelo vento. Devido ao fato dos péassaros serem 0s agentes dispersores das sementes das duas
principais familias, Loranthaceae e Viscaceae, estas plantas recebem o nome popular de
ervas-de-passarinho (NICKRENT, 2010).

2.2 Importancia econdmica e efeitos da erva-de-passarinho aos seus hospedeiros

A sobrecarga atribuida aos hospedeiros, seja nutricional ou hidrica, aliada ao
sombreamento sdo 0s principais efeitos causados por esses parasitas. Ao serem infestadas as
plantas tém seu crescimento retardado ou nao florescem. Nos locais parasitados (ramos),
ocorrem a formagéo de galhas, bem como a presenca de diversos agentes infecciosos que
penetram nos tecidos préximos aos haustérios (HUL; LEONARD, 1964; STEWART;
PRESS, 1990).

Os hospedeiros de importancia econdmica, como as espécies florestais, sdo 0s mais
estudados, com relatos sobre as espécies parasitas, seus ciclo de vida, disseminagdo e
erradicagdo (MATHIASEN et al., 2008). Diversos estudos tem falado no do parasitismo sobre
coniferas na América do Norte e, uma vez que os haustorios causam irregularidades nas
estruturas lenhosas do hospedeiro, causam grandes prejuizos em arvores produtoras de
madeira (MATHIASEN et al. 2008).

Em geral, esses vegetais sdo observados parasitando espécies de gimnospermas,
magnolideas e eudicotiled6neas, aparecendo em menor frequéncia sobre monocotileddneas,
como Poaceae (RIZZINI 1951; YONG; HEW 1995, NORTON; CARPENTER 1998).

Downey (1998; 2004), ao realizar estudos em regides da Australia mencionou 880
espécies de hospedeiros para cerca de 90 espécies de ervas-de-passarinho (Loranthaceae e
Viscaceae), com uma gama de hospedeiro variando de um a 125 espécies, dependendo da
especificidade do parasita. Destacando o acréscimo de novas combinagfes parasita-
hospedeiro, como provavel resultado de novas pressdes seletivas em ambientes australianos,
com disturbios antropicos (acdes causadas pelo homem), e o grande nimero de hospedeiros
representados por espécies exoticas e que certamente tém influéncia sobre a distribuicdo das

espécies hemiparasitas.

Embora ocorram diversos estudos sobre a interacdo parasita-hospedeiro em territdrio
brasileiro (ARRUDA; CARVALHO 2004; ARRUDA et al. 2006; CAZZETA; GALETTI
2007; FADINI 2011; FADINI et al. 2009; FADINI; LIMA 2012; MOURAO et al. 2006;
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2009; TEODORO et al. 2010), em varios ecossistemas estas relacbes ainda ndo estdo
completamente esclarecidas, e ndo ha um panorama em escalas espaciais maiores, em parte,

devido a auséncia de informacGes basicas sobre quem sdo o0s hospedeiros.

Autores como Marvier e Smith (1997) e Downey (1998) comentaram a falta de habito
dos coletores de plantas parasitas em também coletar ou discriminar os hospedeiros destas, de
forma que a maioria das colecOes deixa de apresentar estas informacdes.

Existem alguns relatos de hemiparasitas infestando frutiferas em todo mundo, sendo
constatada a presenca desses parasitas em mangueira, laranjeiras, umbuzeiros e cajueiros. Os
danos causando podem variar em func¢do do hemiparasita, de sua longevidade e da intensidade
da infestacdo. Alguns dos efeitos causados por esses hemiparasitas nas frutiferas hospedeiras
sdo: reducdo do vigor e da producdo de frutos e sementes, mau funcionamento dos tecidos
lenhosos, producdo de galhas, folhagem esparsa, morte do apice, predisposicdo ao ataque de
insetos e doengas e, até mesmo, morte prematura (CAZZETA; GALLETTI, 2003; HARRIS,
1992; LEAL et al., 2006)

2.3 Filogenia no auxilio a taxonomia

A identificacdo de uma espécie somente com base morfoldgica é um tanto dificil
devido a variabilidade na expressao dos caracteres adotados, exigindo, portanto, a aplicacéo
conjunta de outros métodos que possibilitem uma diferenciacdo correta entre espécies
(MENEZES, 2006).

Existem varios relatos sobre espécies hemiparasitas ocorrendo em diferentes regides
geogréficas do mundo, mas ndo considerando as caracteristicas moleculares das populactes
(LEAL et al., 2006). Estas caracteristicas podem servir de base para avaliacdo da diversidade
genética desse grupo de plantas, permitindo assim, tentar relacionar a intensidade do

parasitismo e a especificidade aos hospedeiros (WHITE et al., 2011).

A sequéncia de DNA como fonte de varia¢do tem sido bastante utilizada na resolucao
de questbes taxondmicas e filogenéticas (MORITZ; HILLIS, 1990; NEI, 1987). Os estudos
comparativos de sequéncias do gene do RNA ribossomal permitem verificar relaces
filogenéticas de diferentes niveis taxondmicos e determinar a estrutura genética de populacdes
(KING; SCHALL, 1989). O gene do ribossomo (rDNA) codifica 0 RNA ribossomal e esta
presente no genoma vegetal representado por cerca de 1000 cOpias arranjadas em repetidas
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séries no mesmo locus (JORGENSEN; CLUSTER, 1988). O gene é transcrito como um Unico
precursor com trés regides codificantes (18S, 5.8S, 25S) separadas por duas regides transcritas
(ITS1 e ITS2) e que ndo sdo processadas. As regides ITS apresentam um taxa intermediaria
de variacdo, 0 que torna essas sequéncias apropriadas para o uso a nivel de género e/ou de
espécie (MORITZ et al., 1990).

Em vérios estudos relacionados a sistematica molecular e filogenia de hemiparasitas, o
cistron que codifica 0 DNA ribossomal (rDNA) tem sido utilizado com sucesso. A regido
Internal Transcribed Spacer (ITS) e o0s espacos intergénicos de unidades repetidas do rDNA
nuclear variam entre espécies do mesmo género, ou entre populacfes. Além disso, as reacdes
de Polimerase Chain Reaction (PCR) e o sequenciamento direto dessas regides ribossomais
oferecem muitas vantagens como rapidez, sequéncias com baixo numero de erros, requer
pequenas quantidades de DNA, sendo um método compativel com sequenciadores
automaticos (WHITE et al., 1990, FUNGARO, 2000). Segundo esses autores 0s primers 1TS1
e ITS4 possibilitam a amplificacdo de uma regido que engloba o ITS 1, 5.8S rDNA e 0 ITS2
do rDNA nuclear. Wilson e Calvin (2006) utilizaram a regido ITS para identificacdo da
origem do parasitismo de ramos aéreos na familia Loranthaceae. Também utilizando a regido
ITS, Zanjanchi e Mehrvarz (2015) conseguiram posicionar filogeneticamente espécies de

hemiparasitas no Iran.

Outra regido que tem ajudado na resolucdo de questBes taxonémicas € a regido
plastidiais, pois tem sido gerada uma grande quantidade de informacgdes e solucionados
questdes taxondmicas ndo resolvidas anteriormente (AMICO; NICKRENT, 2009). Regides
cloroplatidiais como a regido trnL-trnF provaram ser de grande utilidade para estudos
filogenéticos, devido as suas rapidas taxas de evolucdo de sequéncias e sitios de
flanqueamento dos primers bem conservados (SHAW et al., 2005). Tais locus tem mostrado
capacidade de detectar variacao inter e intraespecifica em diversas espécies parasitas (TSAI et
al., 2006). A combinacédo de dados de regides plastidiais (trnL) e regides nucleares (ITS) séo
de eventual importancia para se obter dendrogramas que mostrema verdadeira historia
evolutiva a niveis infragenéricos (YUAN; OLMSTEAD, 2008).
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3. PRIMEIRO RELATO DAS ESPECIES Passovia pyrifolia (Kunth) Tiegh. E
Struthanthus marginatus (Desr.) G. PARASITANDO POMARES DE Citrus sinensis
NO ESTADO DE ALAGOAS

RESUMO

As plantas hemiparasitas sdo popularmente conhecidas como erva-de-passarinho, pois seus
frutos sdo umas das principais fontes de alimentos de algumas espécies de passarinho. Essas
aves ao se alimentarem das polpas dos frutos, regurgitam ou defecam as sementes nos troncos
das plantas hospedeiras. A erva-de-passarinho é uma planta trepadeira € na sua maioria
hemiparasita, suas raizes modificadas (haustorio) fixam nos galhos ou troncos das arvores,
retirando do hospedeiro agua e sais minerais para que a mesma realize a fotossintese. Os
hospedeiros dessas plantas podem ter sua copa totalmente coberta, diminuido a iluminacdo na
copa e consequentemente diminuindo a eficiéncia do aparato fotossintético. Diante do
exposto, o objetivo desse trabalho foi relatar o parasitismo de espécies de erva-de-passarinho
mediante identificacdo morfoldégica e molecular. Foram coletadas duas espécies de
hemiparasitas em pomares de Citrus sinensis (laranja lima) no Municipio de Murici, Alagoas.
A identificacdo das espécies parasitas foi confirmada com base na morfologia e analise de
sequéncias de DNA do segmento das regides ITS 1 e 4 do rDNA. O rDNA foi amplificado
por PCR e diretamente sequenciado. A sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias
de espécies de Loranthaceae disponiveis no GenBank através da ferramenta BLASTn.
Através da morfologia foi possivel identificar duas espécies distintas Passovia pyrifolia
(Kunth) Tiegh. e Struthanthus marginatus (Desr.) G. A andlise molecular confirmou a
identificacdo da espécie P. pyrifolia, porém em relacdo a S. marginatus, ndo existem dados de
sequéncias disponiveis para GenBank, fazendo-se necessario o dep6sito dos dados obtidos
nesse experimento. Existem relatos da ocorréncia dessas espécies em alguns estados
brasileiros, porém infestando diferentes hospedeiros. Portanto, este é o primeiro relato dessas
espécies parasitas no estado de Alagoas, e o primeiro relato de P. pyrifolia e S. marginatus
infestando laranja lima no Brasil.

Palavras-chaves: Loranthaceae. Hemiparasitas. ITS.
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ABSTRACT

The mistletoes plants are popularly known as wort-bird, because its fruits are a major source
of food for some bird species. These birds while feeding the fruit pulp, regurgitate or defecate
the seeds in the trunks of host plants. The mistletoes is a vine and mostly mistletoe, its
modified roots (haustoria) secure the branches or trunks of trees, removing the host water and
minerals for it to perform photosynthesis. The hosts of these plants may have a completely
covered canopy, reduced lighting in the canopy and consequently decreasing the efficiency of
the photosynthetic apparatus. Given the above, the objective of this study was to report the
parasitic species of herb-of-finch by morphological and molecular identification. two species
of mistletoes were collected in orchards of Citrus sinensis (orange file) in the municipality of
Murici, Alagoas. The identification of parasite species was confirmed based on morphology
and analysis of DNA sequences of the ITS regions of segment 1 and 4 rDNA. The rDNA was
amplified by PCR and directly sequenced. The obtained sequences were compared with
Loranthaceae species sequences available in GenBank using the BLASTn tool. By
morphology it was possible to identify two distinct species Passovia pyrifolia (Kunth) Tiegh.
and Struthanthus marginatus (DESR.) G. Molecular analysis confirmed the identification of
the species P. pyrifolia, but in relation to S. marginatus, there are no data streams available to
GenBank, making it necessary to deposit the data obtained in this experiment. There are
reports of occurrence of these species in some Brazilian states, but infesting different hosts.
So this is the first report of these parasitic species in the state of Alagoas, and the first report
of P. pyrifolia and S. marginatus infesting orange lime in Brazil.

Keywords: Loranthaceae. Mistletoes. ITS.
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3.1 INTRODUCAO

A familia Loranthaceae apresenta espécies de plantas escandentes (trepadeiras) que
recebem o nome de ervas-de-passarinho. Esses vegetais estdo associados ao habito alimentar
de diversas aves, que os disseminam ao consumirem seus frutos e regurgitar ou defecar as
sementes nos galhos e troncos de algumas plantas. S&o plantas que causam grandes danos em
ruas, pragas, jardins e em alguns pomares. As ervas-de-passarinho em sua maioria S&o
hemiparasitas, ou seja, retiram da planta hospedeira agua e sais minerais através de suas raizes
modificadas (haustorios) e por apresentarem folhas com a presenca de clorofila e estdmatos,
realizam fotossintese (ROTTA, 2004; ARRUDA et al. 2012).

As ervas-de-passarinho sdo plantas perenes, com caule apresentando nds e entrenos
bem definidos, com ramos cilindricos, comprimidos ou angulosos, e na sua maioria disposto
dicotomicamente, opostamente ou verticalmente. Suas folhas sdo sempre verdes e apresentam
uma diversidade muito grande quanto a forma. A inflorescéncia também é variada e apresenta
flores hermafroditas ou unissexuais, pediceladas ou sésseis, seus frutos sdo bagas ou drupas
(GOMES DE ANDRADE, 2002; KUIJT 2011).

Uma caracteristica interessante nesse grupo de plantas parasitas € a presenca de
haustérios, que sdo um dos tipos mais comuns de raizes epicorticais (WILSON; CALVIN,
2005; CALVIN; WILSON, 2006). Essa raiz modificada pode ser estimulada ou inibida
dependendo da interacdo fisiologica com o hospedeiro, podendo facilitar ou dificultar o grau
de fixacdo e germinacdo das sementes (ROXBURGH; NICOLSON, 2005, KUIJT 2012). O
formato do galho ou tronco da planta hospedeira representa uma condi¢do basica para uma
possivel ocorréncia desse hemiparasita. Quando essas estruturas apresentam rugosidade,
ocasionando maior resisténcia das sementes a agdes causadas por condi¢cbes ambientais, como
vento e chuva, facilitam fixacdo do parasita no hospedeiro (ARRUDA et al., 2006, KUNT
2013). Outras caracteristicas anatdmicas como o aumento da espessura do caule e da
concentracdo de polifendis nas células das plantas hospedeiras, influenciam de forma negativa
0 sucesso do parasitismo (HARIRI et al., 1992).

Aliado a influéncia dessas caracteristicas das plantas hospedeiras, no sucesso do
estabelecimento da planta parasita, esta a fauna local, especificamente os passaros que
desempenham um papel fundamental no ciclo de vida dessas plantas, pois sé&o a principal

forma de dispersédo de suas sementes. As plantas hospedeiras além de exercerem influéncia
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direta no sucesso do parasitismo, também atuam de forma indireta, afetando o comportamento
das aves (OVERTON, 1993; AUKEMA; MARTINEZ DEL RIO, 2002).

As ervas-de-passarinho causam inimeros danos econémicos, seja causando prejuizos
em pomares ou na urbanizacdo (CAZETTA; GALLETTI, 2003). Ao parasitar a planta
hospedeira, podem causar reducdo do vigor e producdo de frutos e sementes, deformagéo do
caule, pois ocasionam o mau funcionamento dos tecidos lenhosos, producédo de galhas e morte
do apice, podendo causar até a morte da planta hospedeira (HARRIS, 1992). Em alguns casos,
dependendo do grau de infestacdo por esses hemiparasitas, a planta hospedeira pode ficar
mais propicia ao ataque de insetos e doencas, além de se tornar mais susceptivel a alguns tipos
de estresse como a seca, pois ao sofrerem a infestagdo por erva-de-passarinho o vigor dessas
plantas diminui. Essa diminui¢cdo no vigor da planta hospedeira é principalmente, devido a
competicdo do a competicdo por radiacdo solar (CAZETTA; GALLETTI, 2003).

Em outros continentes como Africa, Asia e América Central, a presenca desses
parasitas também causa danos em Vvarios tipos de plantagdes, como abacate até café e manga
((FERREIRA, 1986; LEAL et al. 2006). Com relacdo ao territorio brasileiro, a infestacdo de
erva-de-passarinho € muito comum na arborizacdo de ruas, pracas e parques, além de
causarem danos em alguns pomares (WHITE et al., 2010). Nesse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi identificar as espécies de hemiparasitas presentes em pomares de Citrus
sinensis (laranja lima) no estado de Alagoas, atraves das caracteristicas morfoldgicas e

moleculares.
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3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Coleta do material vegetal e identificacédo das espécies

As amostras de Loranthaceae (erva-de-passarinho) utilizadas para realizacdo deste
trabalho foram coletas em areas de pomares de Citrus sinensis (laranja lima) no estado de
Alagoas, municipio de Murici, nas coordenadas 9°14'1.95"S e 35°55'13.93”W, 9°14'3.58"S ¢
5°55'15.67"W, para os respectivamente pontos 96 e 111 (Figura 1). Foi realizada identificacdo
visual e coleta das espécies hemiparasitas, juntamente com 0s seus respectivos hospedeiros,
para posterior identificagdo botanica. O material foi coletado com auxilio de tesoura de poda e
poddo, sendo retirados no minimo trés ramos (fértil e ndo fértil) de cada hemiparasita. O
material vegetal foi etiquetado e georeferenciado utilizando GPS (Garmin eTrex 20). O
processo de identificacdo teve inicio no campo, no entanto, por se contar de espécies pouco
estudas e ainda desconhecidas, as amostras tiveram que ser enviados para o Herbario MAC,
do Instituido do Meio Ambiente (IMA) do estado de Alagoas e a Universidade Estadual da do
Sudoeste da Bahia (UESB), para confirmacdo da identificacdo botanica pelo Dr. Claudenir

Simdes Caires, especialista em familias de hemiparasitas.

Figura 1 - Mapa com localizagdo dos pontos de coletas das espécies estudadas, a 8,6 km de
distancia da sede do Municipio de Murici — AL.
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Fonte: Google Earth.

As exsicatas permanentes foram confeccionadas através da limpeza do material

botanico, retirando estruturas danificadas e excesso de folhas e ramos secundarios, além da
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catalogacgéo, prensagem em prensa de madeira, secagem e fixacdo em cartolina. Para posterior
identificacdo molecular, foi realizado armazenamento de cinco folhas de cada espécie de erva-
de-passarinho, em tubos tipo falcon de 50mL com etanol 96% e incubado em freezer a -20°C
(BRESSAN, 2011).

3.2.2 Extracao e qualidade do DNA gendmico

Extracdo do DNA total foi realizada de acordo com Moog e Bond (2003). Foi
utilizado cerca de 50mg do material foliar, macerado em 600 puL de tampdo de extracéo e
PVP (polivinilpirrolidona), em cadinhos de porcelanas. O tampé&o de extracdo foi composto
por 100mM de Tris pH 8,0; 50mM de EDTA 0,5M pH 8,0; 500mM de NaCl 5M; 0,7% de
SDS 7%; 50ug/mL de Proteinase K ( 10mg/mL) e 50ug/mL de RNAse (10mg/mL). Apds
maceracdo, o material foi colocado em tubos de 1,5mL e incubado em estufa a uma
temperatura de 37°C por cerca de 12 horas. Em seguida, os tubos foram retirados da estufa,
foi adicionado 320uL de NaCl 5M e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm. Para
precipitacdo do DNA adicionou-se 800pL de isopropanol ao sobrenadante e mantidos -20°C
por 3 horas, seguido de centrifugacdo por 10 minutos a 12000 rpm a 4°C. O pellet foi lavado
com 500uL de etanol 70% e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, sendo esse
procedimento foi realizado por duas vezes. Utilizando 500pL de etanol 100%, efetuou-se a
ultima lavagem. O pellet formado foi ressuspendido em 200uL de TE (ImM de Tris e 0,1mM
EDTA) e armazenados em freezer -20°C. Aliquotas desses produtos da extracdo foram
corados com Sybr green e ap6s eletroforese de 3V+=cm™ por cerca de duas horas em gel de agarose

0,8%, foram visualizados por transluminacdo em luz ultravioleta.
3.2.3 Amplificacao e sequenciamento do DNA

Aproximadamente 25ng de DNA foram usados na reacdo de PCR (polimerase chain
reaction), além dos pares de iniciadores ITS1 (5> TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’)e
ITS4 (5> TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) de acordo com White et al. (1990). As
reacOes de PCR foram realizadas com tampédo 10X de Tag com KCI [100 mM Tris-HCI (ph
8,8); 500 mM KCI; 08% Nonidet P40], 100 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de
cada iniciador (ITS1 e ITS4),1 U de Taq polymerase e 2ul. de DNA diluido (1:20). O volume

final das reagdes foi ajustado para 25ul. com agua Milli-Q autoclavada.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Axygen Maxygene, com 0 seguinte
ciclo termal: 95°C por 2min., seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30s.,
anelamento a 52,5°C por 30s e alongamento a 72°C por 30s, com uma etapa final de extenséo
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a 72°C por 4min. Parte dos produtos da PCR (5uL) foram corados com Sybr green e ap0s
eletroforese de 3V*cm™ por aproximadamente duas horas em gel de agarose 1,5%, foram
visualizados por transluminacdo em luz ultravioleta (Figura 9). O restante do produto do PCR

(20uL) foi enviado para sequenciamento na Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul).
3.2.4 Anélises de sequéncias

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software CodonCode Aligner
(CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts, USA). O arranjo dos nucleotideos em
posicdes ambiguas foram corrigidos por comparacdo das sequéncias senso e anti-senso. As
sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et
al., 1990) e o banco de dados de nucleotideos ndo-redundante GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para determinar as espécies de Loranthaceae com as quais
elas compartilham maior identidade de sequéncia.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se, através das analises morfolégicas e moleculares que uma das espécies
encontrada pertence a Passovia pyrifolia (Kunth) Tiegh. (Figura 2). Andlise BLASTnN
mostrou que a amostra de hemiparasita foi identificada como pertencentes a espécie P.
pyrifolia, com porcentagem de identidade de nucleotideos 99%, com espécie Phthirusa
pyrifolia presente no GenBank (nimero de acesso DQ333857). Recentemente o género
Phthirusa Mart. foi revisado por Kuijt (2011) que indicou o ressurgimento do género
Passovia, 0 que implica que espécies de Phthirusa passam a pertencer a Passovia. Entretanto
essa combinacdo ainda ¢ considerada “ndo resolvida” nos bancos de dados internacionais
(“Missouri Botanical Garden” ¢ “The plant list”), e 0 género Passovia estd em revisao
(ARRUDA et al., 2012).

Figura 2 - Espécie Passovia pyrifolia (Kunth) Tiegh. parasitando Citrus sinensis (A) e sua
respectiva exsicata (B).

Fonte: Autor, 2016.

O género Passovia, juntamente com Psittacanthus e Struthanthus, sdo os géneros mais
diversificados de hemiparasitas na flora brasileira (CAIRES et al., 2009; ARRUDA et al.,
2012). Mesmo tendo a diversificacdo de hospedeiras sendo consideradas comuns
(NICKRENT, 2002; GLATZEL,; GEILS, 2009), podem mostrar preferéncia por algumas
especies hospedeiras (PRESS; PHOENIX, 2005; ARRUDA et al., 2012). Mouréo et al.
(2009) relatou a infestacdo de hemiparasitas do género Passovia em Mimosa calodendron
Mart., no estado de Mina Gerais. Sulevis e Boindi (2014) ao avaliar a presenca de erva-de-
passarinho na arborizacdo de ruas em Curitiba-PR constatou que 25,8% do total de 1926
arvores avaliadas apresentavam infestacdo por erva-de-passarinho, espécies como Tipuana

tipu (Benth.) O. Kuntze, Acer negundo L., Ligustrum lucidum W.T. Aiton, Lagerstroemia
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indica L., Handroanthus albus (Cham.) Mattos e Cassia leptophylla Vog. foram identificadas
com a presenca de hemiparasitas.

A espécie P. pyrifolia é caracterizado por ser um hemiparasita decumbente, pouco
ramificado e bastante folhoso, possuindo raizes epicorticais presentes apenas na base. O caule
do parasita € marrom-acinzentados, ndo lenticelados, cilindricos a angulosos, tendo os
entrends variando de 3,5cm-4,5cm a 0,2cm-0,3cm. Suas folhas sdo pecioladas, peciolo de
0,5cm a 1 cm, opostas, verde escuras, glabras, lustrosas, lamina ovada, base rotunda, apice
agudo, venacao eucamptdédroma perfeita. Tendo sua inflorescéncia em racemo de triades, com
12 a 16 triades por inflorescéncia, ramos cilindricos. As Flores sdo as principais
caracteristicas morfolégicas para identificacdo de tais parasitas. As plantas pertencentes a esta
espécie apresentam flores sésseis, bissexuais, botdes cilindricos; caliculo integro na forma de
bainha, verde; corola com 6 pétalas, vermelhoescuro, estames 6 epipétalos, dimorficos, 3
maiores, 3 menores, alternos, basifixos, inclusos, filetes com depressdes que acomodam as
anteras; ovario infero e frutos ovoides (VASCONCELOS, 2011). No Brasil é relata nos
Estados de Roraima, Amap4, Para, Amazonas, Acre, Ronddnia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e
Mato Grosso (CAIRES; DETTKE, 2010).

A outra espécie de hemiparasita encontrada foi a Struthanthus marginatus (Desr.) G
(Figura 3). Analise BLASTn mostrou que a espécie S. marginatus apresentou porcentagem
de identidade de nucleotideos 89%, com espécie Struthanthus orbicularis presente no
GenBank (numero de acesso DQ333856). Notou-se também que ndo ha nenhum depdésito no
banco de dados GenBank, relacionado a espécie, fazendo-se necessario o seu deposito para
auxiliar em estudos futuros. Dentre 0s 75 géneros de ervas-de-passarinho descritos na familia
Loranthaceae, 0 género Struthanthus possui cerca de 60 espécies nativas da América tropical,
a grande maioria localizando-se na Ameérica do Sul e, em particular, no Brasil, representado
por 40 espécies (CAIRES, 2012, RIZZINI, 1968).
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Figura 3 - Espécie Struthanthus marginatus (Desr.) G. parasitando pomares de Citrus sinensis
(A) e sua respectiva exsicata (B).

Fonte: Autor, 2016.

De acordo com Vasconcelos (2011) as plantas parasitas pertencentes a espécie S.
marginatus apresentam hemiparasitas decumbentes, bastante ramificadas, pouco folhosas.
Suas raizes epicorticais sao encontradas desde a base da planta até os entrends. O caule verde
quando jovem e acinzentado quando adulto, lenticelado e cilindrico. Suas folhas
semicoriaceas, pecioladas, subopostas, verde brilhante, glabras, base obtusa a cuneada, apice
acuminado e nervura central proeminente na face abaxial. Em relacédo a inflorescéncia, sdo em
racemos de triades, 1 a 2 por axila, de 3 a 4 pares de triades, pedunculo com comprimento de
0,3cm e ramos da inflorescéncia angulosos. Suas flores sdo sésseis sobre bracteas ovadas, 6
pétalas, com pistilo rudimentar na flor masculina e fruto tipo baga eliptica, avermelhado e
glabro. Ja foram relatas nos estados do Para, Amazonas, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco,
Bahia, Mato Grosso, Goiés, Distrito Federal, Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro
(CAIRES; DETTKE, 2010).

O género neotropical Struthanthus, compreendendo espécies como S. cansjerifolius, S.
costaricensis, S. orbicularis, S. marginatus, entre outras, é bastante encontrando no Brasil,
nos Estados do Rio Grande do Sul, Parana, S&o Paulo, Minas Gerais, Goids e Bahia,
principalmente a espécie S. vulgaris, planta nativa das regides de mata pluvial, apreciadora de
temperaturas mais amenas, muito comum no sul e nas serras do leste (RIZZINI, 1968).
Mourdo et al. (2006) estudando o parasitismo da espécie Struthanthus flexicaulis observou
este parasita em um total de 44 espécies de 19 familias botanicas, demonstrando a ampla

gama de hospedeiro.
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No Brasil, uma das espécies mais comuns parasitando arvores ornamentais e pomares
é a espécie S. vulgaris (VASCONCELOS, 2011). Algumas das espécies desse género
originarias do Brasil e América Tropical sdo conhecidas por terem atividades medicinais
(VIEIRA, et al., 2005).

Murilho (2005), observou a presenca de Struthanthus orbicularis e Phthirusa pyrifolia
infestando pomares de Citrus spp na Costa Rica, confirmando que os géneros Passovia
(sindnimo de Phthirusa) e Struthanthus séo presentes e causam grandes danos em pomares de
laranja. Um fato que pode explicar o primeiro relato das duas espécies de Loranthaceae
parasitando pomares de Citrus sinensis, pode se dar por esses dois géneros Passovia e
Struthanthus apresentarem ampla distribuicdo geografica no Brasil, sendo encontrados desde
areas de Floresta Atlantica e Amazbnia, até mesmo em Cerrado e Caatinga, e serem

consideradas generalistas, ou seja, parasitando varios hospedeiros (CAIRES, 2012).
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3.4 CONCLUSOES

e Foi identificado duas espécie de Loranthaceae, a Passovia pyrifolia (Kunth) Tiegh. e

Struthanthus marginatus (Desr.) G.;

e O Citrus sinensis (laranja lima) apresentou-se como hospedeiro em comum com as

duas espécies identificadas;

e Este € o primeiro registro oficial do parasitismo de tais espécies em pomares de laranja

lima para o estado de Alagoas;
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4. PRIMEIRO RELATO DE ESPECIES DO GENERO Phoradendron
PARASITANDO POMARES DE Annona squamosa L.

RESUMO

As plantas hemiparasitas constituem um importante grupo vegetal, pois podem modificar a
estrutura e dindmica da comunidade onde estdo presentes, reduzindo a biomassa e alterando a
alocacdo de recursos das espécies hospedeiras. Esses vegetais recebem o nome vulgar de
ervas-de-passarinho e parasitam uma ampla variedade de hospedeiros. Objetivou-se nesse
trabalho relatar o parasitismo de espécies de erva-de-passarinho, mediante identificacdo
morfologica e molecular, infestando pinha (Annona squamosa) no estado de Alagoas. Foram
coletadas duas espécies de hemiparasitas em pomares de Annona squamosa L. no Municipio
de Palmeiras dos Indios, Alagoas. A identificagdo das espécies foi confirmada com base na
morfologia e analise de sequéncias de DNA do segmento das regides ITS 1 e 4 do rDNA. O
segmento de rDNA foi amplificado por PCR e entdo sequenciado comercialmente. As
sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de especies de Viscaceae disponiveis
no GenBank através de analise BLASTn. Com as analises morfologicas, foi possivel
identificar as duas amostras como pertencentes ao género Phoradendron, espécie
Phoradendron mucronatum (D.C.) Krug. &. Urb. e Phoradendron quadrangulare (Kunth)
Griseb. Até 0 momento, ndo se tem relato dessas espécies parasitando a cultura da pinha, além
de ndo existir disponivel nenhum dado sobre sequéncias de nucleotideos para essas espécies
de plantas parasitas. O depdsito dos dados obtidos nesse experimento no banco de dados
GenBank ¢ importante para auxiliar estudos futuros.

Palavras-chave: Viscaceae. Hemiparasita. ITS.
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ABSTRACT

The mistletoes is an important vegetable plants group, they may modify the structure and
dynamics of the community where they are present, thus reducing biomass and changing the
allocation of resources of the host species. These vegetables are given the common name
mistletoes herbs and a wide variety of hosts. This work aimed to report the parasitic species of
mistletoes by morphological and molecular identification, infesting sugar apple (Annona
squamosa) in the state of Alagoas. two species of mistletoes were collected in Annona
squamosa L. groves in Palmeiras municipality of Indians, Alagoas. Species identification was
confirmed based on morphology and analysis of DNA sequences of the ITS regions of
segment 1 and 4 rDNA. The segment rDNA was amplified by PCR and then sequenced
commercially. The obtained sequences were compared with sequences Viscaceae species
available in GenBank using BLASTn analysis. With the morphological analysis, it was
possible to identify the two samples as belonging to the genus Phoradendron, species
Phoradendron mucronatum (D.C.) Krug. &. Urb. And Phoradendron quadrangulare (Kunth)
Griseb. So far, there is no account of these species parasitizing the culture of the cone, and
there is no data available on nucleotide sequences for these species of parasitic plants. The
deposit of the data obtained in this experiment in the GenBank database is important to help
future studies.

Keywords: Viscaceae. Mistletoe. ITS.
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4.1 INTRODUCAO

A familia Viscaceae € composta por sete géneros, todos hemiparasitas de ramos. O
género Phoradendron é o mais numeroso, com 234 espécies distribuidas em todo territério
americano, ocorrendo desde os Estados Unidos ao sudeste da América do Sul, e
predominando em areas tropicais. No Brasil, existem cerca de 62 espécies que se distribuem
por todo territdrio nacional e estando presente em quase todos os ecossistemas (KUIJT, 2003;
REIF, 2004; SOUZA; LORENZI, 2005)

De acordo com Rigon e Cervi (2013), poucas plantas parasitas causam doencas
importantes em florestas ou areas cultivadas. Phoradendron esta entre os géneros mais
comuns e mais prejudiciais, podendo parasitar espécies economicamente importantes
incluindo frutiferas e espécies utilizadas na industria madeireira (REIF; ANDREATA, 2006;
SAUERBORN et al., 2007).

Existe uma vasta literatura sobre as hemiparasitas, porém estudos abordando estas
plantas no Brasil s&o escassos (REIF, 2004). Apesar de constarem em herbérios e inventarios
floristicos, coletas botanicas sdo pouco frequentes, além de serem sub-representadas devido a
dificuldade de visualizacdo, coleta, herborizacdo e identificacdo (BARBOSA, 2000). O
género Phoradendron apresenta grande plasticidade fenotipica e poucos caracteres
diagndsticos fixos aplicaveis na diferenciacdo das espécies, (ASHWORTH, 2000; KUWT,
2003). Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi identificar as espécies de
hemiparasitas presentes em pomares de pinha no estado de Alagoas, através das

caracteristicas morfologicas e moleculares.
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4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Coleta do material vegetal e identificacdo das espécies

As amostras de Viscaceae (erva-de-passarinho) utilizadas para realizacdo deste
trabalho foram coletas em areas pomares de Annona squamosa L. (pinha) no estado de
Alagoas, municipio de Palmeira dos indios, nas coordenadas 9°27'49.59"S e 36°36'58.32"W,
para o ponto 230 (Figura 4). Foi realizada identificagdo visual e coleta das espécies
hemiparasitas, juntamente com 0s seus respectivos hospedeiros, para posterior identificacdo
boténica. O material foi coletado com auxilio de tesoura de poda e poddo, sendo retirados no
minimo trés ramos (fértil e ndo fértil) de cada hemiparasita. O material vegetal foi etiquetado
e georeferenciado utilizando GPS (Garmin eTrex 20) (Figura 6). O processo de identificacdo
teve inicio no campo, no entanto, por se contar de espécies pouco estudas e ainda
desconhecidas, as amostras tiveram que ser enviados para o Herbario MAC, do Instituido do
Meio Ambiente (IMA) do estado de Alagoas e a Universidade Estadual da do Sudoeste da
Bahia (UESB), para confirmacao da identificacdo botanica pelo Dr. Claudenir Simdes Caires,

especialista em familias de hemiparasitas.

Figura 4 - Mapa com localizagdo dos pontos de coletas das espécies estudadas, a 6,43 km da sede
do Municipio de Palmeira dos Indios.

‘Quebrangulo
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Data dasiimagens:(4/25/2015  9225'59.55"S’ 36°34:28.85"0 elev 274 m altitude do ponto de visdo 40.72 km

Fonte: Google Earth.

As exsicatas permanentes foram confeccionadas através da limpeza do material
botanico, retirando estruturas danificadas e excesso de folhas e ramos secundarios, além da
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catalogacgéo, prensagem em prensa de madeira, secagem e fixacdo em cartolina. Para posterior
identificacdo molecular, foi realizado armazenamento de cinco folhas de cada espécie de erva-
de-passarinho, em tubos tipo falcon de 50mL com etanol 96% e incubado em freezer a -20°C
(BRESSAN, 2011).

4.2.2 Extracao e qualidade do DNA gendmico

Extracdo do DNA total foi realizada de acordo com Moog e Bond (2003). Foi
utilizado cerca de 50mg do material foliar, macerado em 600 pL de tampdo de extracdo e
PVP (polivinilpirrolidona), em cadinhos de porcelanas. O tampé&o de extragdo foi composto
por 100mM de Tris pH 8,0; 50mM de EDTA 0,5M pH 8,0; 500mM de NaCl 5M; 0,7% de
SDS 7%; 50ug/mL de Proteinase K ( 10mg/mL) e 50ug/mL de RNAse (10mg/mL). Apos
maceragdo, o material foi colocado em tubos de 1,5mL e incubado em estufa a uma
temperatura de 37°C por cerca de 12 horas. Em seguida, os tubos foram retirados da estufa,
foi adicionado 320uL de NaCl 5M e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm. Para
precipitacdo do DNA adicionou-se 800uL de isopropanol ao sobrenadante e mantidos -20°C
por 3 horas, seguido de centrifugacdo por 10 minutos a 12000 rpm a 4°C. O pellet foi lavado
com 500uL de etanol 70% e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, sendo esse
procedimento foi realizado por duas vezes. Utilizando 500pL de etanol 100%, efetuou-se a
ultima lavagem. O pellet formado foi ressuspendido em 200uL de TE (1mM de Tris e 0,1mM
EDTA) e armazenados em freezer -20°C. Aliquotas desses produtos da extracdo foram
corados com Sybr green e ap6s eletroforese de 3V+=cm™ por cerca de duas horas em gel de agarose

0,8%, foram visualizados por transluminag¢éo em luz ultravioleta.
4.2.3 Amplificacdo e sequenciamento do DNA

Aproximadamente 25ng de DNA foram usados na reacdo de PCR (polimerase chain
reaction), além dos pares de iniciadores ITS1 (5> TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’)e
ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) de acordo com White et al. (1990). As
reag0es de PCR foram realizadas com tampdo 10X de Taq com KCI [100 mM Tris-HCI (ph
8,8); 500 mM KCI; 08% Nonidet P40], 100 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de
cada iniciador (ITS1 e ITS4),1 U de Taq polymerase e 2ulL de DNA diluido (1:20). O volume

final das reagdes foi ajustado para 25uL com agua Milli-Q autoclavada.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Axygen Maxygene, com 0 seguinte
ciclo termal: 95°C por 2min., seguido por 35 ciclos de desnaturagcdo a 95°C por 30s.,

anelamento a 52,5°C por 30s e alongamento a 72°C por 30s, com uma etapa final de extensao
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a 72°C por 4min. Parte dos produtos da PCR (5uL) foram corados com Sybr green e ap0s
eletroforese de 3V*cm™ por aproximadamente duas horas em gel de agarose 1,5%, foram
visualizados por transluminacdo em luz ultravioleta (Figura 9). O restante do produto do PCR

(20uL) foi enviado para sequenciamento na Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul).
4.2.4 Anélises de sequéncias

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software CodonCode Aligner
(CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts, USA). O arranjo dos nucleotideos em
posi¢des ambiguas foram corrigidos por comparagdo das sequéncias senso e anti-senso. As
sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et
al., 1990) e o banco de dados de nucleotideos ndo-redundante GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para determinar as espécies de Viscaceae com as quais elas
compartilham maior identidade de sequéncia.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontradas duas espécies pertencentes ao género Phoradendron, parasitando
pomares na regido de Palmeira dos Indios (Alagoas); Phoradendron mucronatum (D.C.)
Krug. &. Urb. e Phoradendron quadrangulare (Kunth) Griseb. (Figura 5). Analise BLASTn
mostrou que as espécies P. mucronatum e P. apresentaram porcentagem de identidade de
nucleotideos 96%, com espécie Phoradendron tamaulipense presente no GenBank (nimero
de acesso AF178730). Sdo conhecidas cerca de 230 espécies dentro desse género, o qual é
predominantemente neotropical, mas podem ser encontrados exemplares desde os Estados
Unidos até a Argentina e o Uruguai, tendo o Equador como o pais com o maior numero de
espécies (KUNT, 2003).

Figura 5 - Género Phoradendron parasitando Annona squamosa L., em Palmeira dos indios,

Alagoas. Phoradendron mucronatum (D.C.) Krug. &. Urb. (A) e Phoradendron quadrangulare
(B), com suas respectivas exsicatas (C, D).

Fonte: Autor, 2016.
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O género Phoradendron apresenta plantas hemiparasitas herbaceas, eretas, 1-2-3 pares
de catafilos no ramo principal ou em todos os entrenos, caule quadrangular quando jovem.
Com folhas carnosas ou crassas, pecioladas, nervacdo eucamptédroma a acrodroma.
Inflorescéncias em espigas 1-2 por axila, articuladas. Suas flores em sulcos ao longo da
espiga. Frutos bagas elipsoides a ovoides, perianto persistente, aberto ou fechado, liso ou
rugoso, mesocarpo viscoso (KUNT, 2007). A principal caracteristica que separa as espécies
do género Phoradendron é a flor, para a P. mucrunatum estdo presentes trés flor por bréactea,
ja aespécie P. quadrangulare seis por bractea (VASCONCELOQOS, 2010).

Em territério brasileiro, o género Phoradendron é constiruido por uma grande
diversidade de espécies (cerca de 60 espécies), presentes em todas as regides e parasitando
diversos hospedeiros, desde arvores até arbustos, pois sdo classificadas como generalistas
(parasitam varios hospedeiros) (CAIRES; DETTKE, 2010; ARRUDA et al., 2012). Tais
dados podem explicar o fator dessas espécies estarem presente em pomares de pinha. Estudos
anteriores relataram o género Phoradendron parasitando inumeros vegetais (KUIJT, 2003;
RIGON; CERVI, 2013; RIZZINI, 1968), porém este o primeiro relato das espécies P.

mucronatum e P. quadrangulare parasitando Annona squamosa L. no Brasil.
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4.4 CONCLUSOES

e Foi identificado duas espécies de Viscaceae, a Phoradendron mucronatum (D.C.)
Krug. &. Urb. e Phoradendron quadrangulare (Kunth) Griseb.;

e A Annona squamosa L. (pinha) foi identificada como hospedeiro em comum para

ambas as espécies parasitas;

e Este é o primeiro registro oficial da infestacdo por tais parasitas para a cultura da pinha
no Brasil;
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5. ANALISE FILOGENETICA DE ESPECIES HEMIPARASITAS DE RAMOS
PRESENTES NO ESTADO DE ALAGOAS

RESUMO

As familias Loranthaceae e Viscaceae compreendem plantas hemiparasitas que
realizam fotossintese, mas retiram das plantas parasitadas &gua e sais minerais. Mesmo
sabendo dos grandes danos causados por esses parasitas, pouco se sabe a respeito das espécies
que compdem esse grupo de plantas, principalmente, em relagdo a caracteristicas moleculares
e morfofisioldgicas das populacdes existentes. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi
realizar estudo filogenético de espécies de erva-de-passarinho presentes no Estado de
Alagoas. Foram realizadas coletas nos municipios e Murici e Palmeira dos indios, no estado
de Alagoas, em areas de pomares e mata com relatos de infestacdo por hemiparasitas. O
material vegetal foi etiquetado, herborizado e georeferenciado. Também foram feitas trés
exsicatas permanentes para cada amostra e encaminhadas a Universidade Federal de Alagoas,
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia e ao Herbario MAC, do Instituido do Meio
Ambiente, para analises morfoldgicas. Para analise molecular, foram coletadas cinco folhas
de cada amostra e acondicionadas em tubos tipo falcon de 50mL contendo etanol 96%. Foi
realizada a extracdo de DNA total de cada uma das amostras e parte desse DNA foi usado em
reacbes de PCR com os iniciadores ITS 1 e 4. Os amplicons foram enviados para
sequenciamento na Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul). As sequéncias obtidas foram
inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTN e o banco de dados de nucleotideos nao-
redundante GenBank para determinar as espécies hemiparasitas com as quais elas
compartilham maior identidade de sequéncia. Foram preparados alinhamentos multiplos para
0s conjuntos de dados de sequéncias nucleotidicas da regido ITS, e inferidas arvores
filogenéticas por analise bayesiana. Foram encontrados quatro géneros de erva-de-passarinho,
Passovia, Struthanthus, Phoradendron e Psittacanthus, pertencentes a duas familias botanicas
(Loranthaceae e Viscaceae), totalizando oito espécies parasitando diversos hospedeiros.
Anadlise da regido ITS mostrou que as espécies de Loranthaceae tiveram maior variabilidade
interespecifica, ja as espécies de Viscaceae apresentaram menor variagdo interespecifica.

Palavras-chave: Loranthaceae. Viscaceae. ITS. Hemiparasitas.
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ABSTRACT

The family Loranthaceae and Viscaceae mistletoes comprise plants that perform
photosynthesis, but derive from plants infested water and mineral salts. Even though the
extensive damage caused by these parasites, little is known about the species that make up
this group of plants, especially in relation to molecular characteristics and
morphophysiological of existing populations. In this context, the aim of this study was to
perform phylogenetic study of species of mistletoes present in the state of Alagoas.
Collections were held in cities and Murici and Palmeira dos Indios, in the state of Alagoas, in
areas of orchards and woods with infestation reports by mistletoes. The plant material was
labeled, herbarium and georeferenced. They were also made three permanent herbarium
specimens for each sample and sent the Federal University of Alagoas State University of
Southwest Bahia and Herbarium MAC, the Instituted of Environment, for morphological
analysis. For molecular analysis were collected five leaves from each sample and placed in 50
ml falcon type tubes containing 96% ethanol. extracting total DNA from each sample and part
of the DNA was performed was used in PCR reactions with the primers ITS 1 and 4. The
amplicons were sent in for sequencing Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). The obtained
sequences were initially analyzed with BLASTn algorithm and the nucleotide database, non-
redundant GenBank to determine the mistletoes species with which they share greater
sequence identity. Multiple alignments were prepared for the data sets of nucleotide
sequences of the ITS region and phylogenetic trees inferred by Bayesian analysis. They were
found four wort-finch genres, Passovia, Struthanthus, Phoradendron and Psittacanthus
belonging to two botanical families (Loranthaceae and Viscaceae), totaling eight species
parasitizing different hosts. Analysis of the ITS region showed that the species had higher
Loranthaceae interspecific variability, since the species Viscaceae showed less variation
interspecific.

Keywords: Loranthaceae. Viscaceae. ITS. Mistletoes.
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5.1 INTRODUCAO

Atualmente, na classificagdo das Angiospermas (APGIII 2009), as plantas parasitas
estdo distribuidas em 12 ordens, representadas por aproximadamente 4.350 espécies. A ordem
Santalales apresenta grande destaque, pois cerca de metade das espécies de plantas parasitas
estdo incluidas nessa ordem, sendo distribuidas em 18 familias e 160 géneros. As familias
Misodendraceae, Loranthaceae, Santalaceae, Amphorogynaceae e Viscaceae pertencentes a
ordem Santalales, sdo as cincos familias compostas predominantemente por ervas
hemiparasitas e holoparasitas de ramos de angiospermas ou gimmospermas (NICKRENT et
al. 2010).

As familias Loranthaceae e Viscaceae sdo formadas por arbustos eretos ou
escandentes, clorofilados, hemiparasitas de ramos, possuem raizes modificadas em 06rgaos
especiais que recebem o nome de haustorios a partir do qual retiram agua e sais minerais dos
seus hospedeiros, em geral, ndo requerem um hospedeiro especifico, crescendo tanto em
plantas cultivadas quanto em selvagens. No Brasil, sdo vulgarmente conhecidas por diversos
nomes, como: enxerto, esterco-de-jurema, visgo, enxerto-de-passarinho e ervas-de-passarinho
(ARRUDA et al., 2012).

Algumas hemiparasitas sdo generalistas, podendo parasitar uma ampla variedade de
hospedeiros, enquanto outras apresentam uma limitacdo na quantidade de hospedeiros que
parasitam, sendo algumas poucas espécies conhecidas por parasitarem apenas uma Unica
espécie de planta e sdo chamadas também de especialistas (CAZETTA; GALETTI, 2003).

Cuidados constantes devem ser tomados com a infestagdo por erva-de-passarinho,
pois, se em desequilibrio, compromete todo um programa de arborizacdo e manejo de culturas
(ROTTA, 2001). Pode se destacar entre os principais efeitos sobre os hospedeiros, a reducéo
do vigor e da producdo de frutos e sementes, mau funcionamento dos tecidos lenhosos,
producdo de galhas, folhagem esparsa, morte do apice, predisposi¢do ao ataque de insetos e
doencas e, até mesmo, morte prematura (HARRIS, 1992; SULEVIS; BIONDI, 2014).

Um instrumento eficiente para a identificacdo da variabilidade genética entre
individuos de uma mesma populacdo ou entre individuos de populacbes diferentes é o
sequenciamento de regifes g@énicas variaveis. Entre essas regifes, destaca-se 0
sequenciamento das regides gendémicas denominadas ITS (“Internal Transcribed Spacers”), e

que fazem parte do gene que codifica as subunidades 18S, 5,8S e 28S do RNA ribossdmico.
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Devido a sua alta taxa de substituicdo nucleotidica, esses espacadores tém sido empregados
como ferramentas para estudar tanto a diversidade genética como para desenvolver estudos
filogenéticos entre plantas (SCHMICKL et al., 2010). Diante do exposto, objetivou-se com
este trabalho realizar uma analise filogenética das espécies de erva-de-passarinho presentes no

em duas regides do estado de Alagoas.
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52 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Coleta do material vegetal e identificacdo das espécies

As amostras de Loranthaceae e Viscaceae (erva-de-passarinho) utilizadas para
realizacdo deste trabalho foram coletas em areas de mata ciliar, pomares de Citrus sinensis
(laranja lima) e de Annona squamosa L. (pinha) no estado de Alagoas. Foi realizada
identificacdo visual e coleta das espécies hemiparasitas, juntamente com 0s seus respectivos
hospedeiros, para posterior identificacdo botanica. O material foi coletado com auxilio de
tesoura de poda e poddo, sendo retirados no minimo trés ramos (fértil e ndo fértil) de cada
hemiparasita. O material vegetal foi etiquetado e georeferenciado utilizando GPS (Garmin
eTrex 20) (Figura 6). O processo de identificagdo teve inicio no campo, no entanto, por se
contar de espécies pouco estudas e ainda desconhecidas, as amostras tiveram que ser enviados
para o Herbario MAC, do Instituido do Meio Ambiente (IMA) do estado de Alagoas e a
Universidade Estadual da do Sudoeste da Bahia (UESB), para confirmagéo da identificacdo
boténica pelo Dr. Claudenir Simdes Caires, especialista em familias de hemiparasitas.

Figura 6 - Coleta do material vegetal com auxilio do podéo (A); identificacdo do material (B) e
georeferenciado utilizando GPS (Global Positioning System) (C).

Fonte: Autor, 2016.

As exsicatas permanentes foram confeccionadas através da limpeza do material
boténico, retirando estruturas danificadas e excesso de folhas e ramos secundarios, além da
catalogacéo, prensagem em prensa de madeira, secagem e fixacdo em cartolina. Para posterior
identificagcdo molecular, foi realizado armazenamento de cinco folhas de cada espécie de erva-
de-passarinho, em tubos tipo falcon de 50mL com etanol 96% e incubado em freezer a -20°C
(BRESSAN, 2011) (Figura 7).



55

Figura 7 - Fixacéo e prensagem do material coletado (A, B); montagem da exsicata (C). Exsicata
de erva-de-passarinho P. pyrifolia (D) e armazenamento do material coletado em tubos tipo
falcon de 50mL com etanol 96% (E, F).

Fonte: Autor, 2016.

5.2.2 Extracéo e qualidade do DNA gendmico

Extracdo do DNA total foi realizada de acordo com Moog e Bond (2003). Foi
utilizado cerca de 50mg do material foliar, macerado em 600 pL de tamp&o de extracdo e
PVP (polivinilpirrolidona), em cadinhos de porcelanas. O tampdo de extracdo foi composto
por 100mM de Tris pH 8,0; 50mM de EDTA 0,5M pH 8,0; 500mM de NaCl 5M; 0,7% de
SDS 7%; 50ug/mL de Proteinase K ( 10mg/mL) e 50ug/mL de RNAse (10mg/mL). Apoés
maceragdo, o material foi colocado em tubos de 1,5mL e incubado em estufa a uma
temperatura de 37°C por cerca de 12 horas. Em seguida, os tubos foram retirados da estufa,
foi adicionado 320uL de NaCl 5M e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm. Para
precipitagdo do DNA adicionou-se 800uL de isopropanol ao sobrenadante e mantidos -20°C
por 3 horas, seguido de centrifugacdo por 10 minutos a 12000 rpm a 4°C. O pellet foi lavado
com 500uL de etanol 70% e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, sendo esse
procedimento foi realizado por duas vezes. Utilizando 500uL de etanol 100%, efetuou-se a
Gltima lavagem. O pellet formado foi ressuspendido em 200uL de TE (1mM de Tris e 0,1mM
EDTA) e armazenados em freezer -20°C. Aliquotas desses produtos da extracdo foram
corados com Sybr green e ap6s eletroforese de 3V+=cm™ por cerca de duas horas em gel de agarose

0,8%, foram visualizados por transluminagdo em luz ultravioleta (Figura 8).
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Figura 8 - DNA genbmico das oito espécies coletadas submetido a duas horas de eletroforese
3V*cm™ em gel de agarose 0,8%.

Fonte: Autor, 2016.
5.2.3 Amplificacdo e sequenciamento do DNA

Aproximadamente 25ng de DNA foram usados na reacdo de PCR (polimerase chain
reaction), além dos pares de iniciadores ITS1 (5> TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’)e
ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) de acordo com White et al. (1990). As
reacOes de PCR foram realizadas com tampédo 10X de Tag com KCI [100 mM Tris-HCI (ph
8,8); 500 mM KCI; 08% Nonidet P40], 100 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de
cada iniciador (ITS1 e ITS4),1 U de Taq polymerase e 2ul. de DNA diluido (1:20). O volume

final das reagdes foi ajustado para 25uL com &gua Milli-Q autoclavada.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Axygen Maxygene, com 0 seguinte
ciclo termal: 95°C por 2min., seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30s.,
anelamento a 52,5°C por 30s e alongamento a 72°C por 30s, com uma etapa final de extensdo
a 72°C por 4min. Parte dos produtos da PCR (5uL) foram corados com Sybr green e apds
eletroforese de 3V*cm™ por aproximadamente duas horas em gel de agarose 1,5%, foram
visualizados por transluminacdo em luz ultravioleta (Figura 9). O restante do produto do PCR

(20uL) foi enviado para sequenciamento na Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul).
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Figura 9 - Produto de PCR visualizado ap6s duas horas de eletroforese 3V*cm™ em gel
de agrose 1,5%. Utilizou-se a combinacao de iniciadores ITS 1 e 4 para as espécies de
hemiparasitas das familias Loranthaceae e Viscaceae.

Fonte: Autor, 2016.
5.2.4 Andlises Filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software CodonCode Aligner
(CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts, USA). O arranjo dos nucleotideos em
posicdes ambiguas foram corrigidos por comparacdo das sequéncias senso e anti-senso,
Foram preparados alinhamentos mdaltiplo para os conjuntos de dados Loranthaceae e
Viscaceae utilizando o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004), disponivel no pacote
computacional MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al.,
2011). As sequéncias obtidas foram inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTn
(ALTSCHUL et al., 1990) e no banco de dados de nucleotideos ndo-redundante GenBank
(www.nchi.nlm.nih.gov/genbank) para determinar as espécies hemiparasitas com as quais elas

compartilham maior identidade de sequéncia (Tabela 1).



Tabela 1 - Espécies utilizadas para reconstrucao filogenética obtidas a partir do GenBanck.
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ESPECIES ACESSO
Tripodanthus acutifolius HM010410
Tripodanthus acutifolius HMO010411
Struthanthus orbicularis DQ333856
Phthirusa pyrifolia DQ333857
Psittacanthus schiedeanus DQ333859
Cladocolea mcvaughii DQ333860
Oryctanthus occidentalis DQ333862
Phoradendron tamaulipense AF178730
Phoradendron trinervium AF178731
Phoradendron carneum AF178732
Phoradendron heydeanum AF178729
Phoradendron cf. tonduzii AF178736
Phoradendron robustissimum AF178733
Dendrophthora squamigera AF178745
Dendrophthora clavata AF178742
Dendrophthora domingensis AF178741
Dendrophthora opuntioides AF178740
Dendromyza reinwardtiana DQ333870

Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

A inferéncia Bayesiana, para o regido ITS foi realizada no web portal CIPRES
(MILLER et al., 2010) usando MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al., 2012). O melhor modelo
de substituicdo de nucleotideos foi determinado para cada conjunto de dados usando
MrModeltest 2.3 (POSADA; BUCKLEY, 2004) de acordo com o Akaike Information
Criterion (AIC). O modelo evolutivo GTR+I foi utilizado para o conjunto de dado da regido
ITS. Analises foram rodadas para cada conjunto de dados por 10 milhdes de geracdes usando
quatro cadeias e amostrando a cada 1.000 geragdes, para um total de 10.000 arvores. As
primeiras 2.500 arvores foram descartadas como uma fase de burn-in. Probabilidades
posteriores (RANNALA; YANG, 1996) foram determinadas a partir de uma arvore consenso
majority-rule gerada com as 7.500 arvores remanescentes. As arvores filogenéticas foram
visualizadas e editadas nos programas FigTree v. 1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e
Inkscape (https://inkscape.org/pt/). A espécie Dendromyza reinwardtiana foi selecionado
como grupo externo para os dois conjuntos de dados analisados (Loranthaceae e Viscaceae).
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53 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as caracteristicas morfologicas das amostras foram identificados
quatro géneros de hemiparasitas, Passovia, Struthanthus, Phoradendron e Psittacanthus,
pertencentes a duas familias boténicas (Loranthaceae e Viscaceae), totalizando oito espécies
diferentes (Tabela 2).
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Tabela 2 - Espécies identificadas a partir das amostras coletas e seus respectivos hospedeiros, nos municipios de Murici e Palmeiras dos Indios,

Alagoas.

ESPECIE

Passovia pyrifolia (Kunth) Tiegh.

Struthanthus marginatus (Desr.) G.

Psittacanthus dichroos Mart.
Phoradendron pteroneuron Eichler

Struthanthus syringifolius Mart.

Phoradendron mucronatum (D.C.) Krug. &. Urb.

Phoradendron quadrangulare (Kunth) Griseb.

Struthanthus podopterus (Cham. & Schltdl.) G. Don.

FAMILIA

Loranthaceae

Loranthaceae

Loranthaceae
Viscaceae

Loranthaceae
Viscaceae
Viscaceae

Loranthaceae

LOCAL DE COLETA

Murici - AL

Murici - AL

Murici - AL
Murici - AL
Palmeira dos indios -
AL
Palmeira dos indios -
AL
Palmeira dos indios -
AL
Palmeira dos indios -
AL

HOSPEDEIRO

Syzygium jambolanum (Lam.) DC
Mimosa caesalpiniaefolia
Citrus sinensis

Citrus sinensis
Myrcia sp.
Eschweilera ovata
Byrsonima crassifélia

Annona squamosa L.
Azadirachta indica

Annona squamosa L.
Annona squamosa L.

Annona squamosa L.

Fonte: Autor, 2016.
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Ao avaliar espécies da familia Loranhaceae, Dzerefos et al., (2003) sugere que
representantes desta familia sejam generalistas, utilizando com sucesso uma grande variedade
de espécies hospedeiras gracas a suas raizes altamente especializadas do tipo haustorio. Este
padréo foi confirmado em Loranthaceae brasileiras (MOURAO et al., 2006; ARRUDA et al.,
2006).

Estudos realizados na Australia (DOWNEY 1998, 2004) relatam 90 espécies,
pertencentes as familias Loranthaceae e Viscaceae, parasitando cerca de 880 hospedeiros
diferentes, demonstrando assim a ampla gama de hospedeiros que podem ser parasitados por
esses hemiparasitas. Um fato importante para o estabelecimento das plantas parasitas nos
diversos ecossistemas € 0 sucesso da dispersao de suas sementes pela fauna local (AUKEMA,
2003; MEDEL et al., 2004). Onde a presenca de dispersores pode ser um fator limitante para
0 sucesso da infestacdo por plantas parasitas (CAZZETA; GALLETI, 2007). Os locais de
coleta avaliados aqui, por se tratarem na sua maioria de pomares de frutiferas e apresentarem
uma grande quantidade de alimentos, fator que pode predominar no aparecimento de passaros
no local, pode ter facilitado a infestacdo por erva-de-passarinho, devido ao aparecimento de
passaros no local.

No Brasil, diversos estudos relatam a infestacdo de hemiparasitas em arvores de areas
urbanas (WHITE et al., 2011; MATOS et al., 2010; RUSCHEL; LEITE, 2002). J& com
relacdo a arvores nativas, destacam-se os estudos de Arruda et al. (2004, 2006, 2012).

Anélise BLASTn mostrou que a S. podopterus, S. marginatus e S. syringifolius
apresentaram porcentagem de identidade de nucleotideos de 88 e 89%, com a espécie
Struthanthus orbiculares presente no GenBank (ndmero de acesso DQ333856),
respectivamente. A P. pyrifolia apresentou identidade de nucleotideos de 99% com a
Phthirusa pyrifolia (nimero de acesso DQ333857). A P. dichroos apresentou identidade de
nucleotideos de 84% com a Psittacanthus schiedeanus (nimero de acesso DQ333859). Em
relacdo as espécies do género Phoradendron, a P. mucronatum e P.quadrangulare
apresentaram identidade de nucleotideos de 89% com a espécie Phoradendron tamaulipense
(nimero de acesso AF178730), ja a P. pteroneuron apresentou identidade de nucleotideos de

89% com a Dendrophthora domingensis (nUmero de acesso AF178741).

As cinco espécies pertencente a familia Loranthaceae [Passovia pyrifolia (Kunth)

Tiegh., Struthanthus marginatus (Desr.) G., Psittacanthus dichroos Mart., Struthanthus
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syringifolius Mart. e Struthanthus podopterus (Cham. & Schltdl.) G. Don.] agruparam com
outras espécies da mesma familia presentes no banco de dados do GenBank, sendo observado
que apenas a espécie Passovia pyrifolia tem sua sequéncia de nucleotideos armazenada no
banco de dados. Em relacéo as espécies Struthanthus podopterus, Struthanthus marginatus e
Struthanthus syringifolius, foi observado que as mesmas ficaram muito distantes da espécie

Struthanthus orbicularis, Unica do género presente no GenBank (Figura 10).

Figura 10. Arvore filogenética de Inferéncia Bayseana com espécies da familia Loranhthacea
usando sequéncias nucleotidicas da regido ITS. A arvore mostra as relacdes filogenéticas das
espécies coletadas (em vermelho) com as espécies de Loranthaceae encontrada no banco de
dados do GenBank, utilizando a espécie Dendromyza reinwardtiana foi utilizada como grupo
externo.

Psittacanthus dichroos

Psittacanthus schiedeanus (DQ333859)
0.99

4[ Tripodanthus acutifolius (HM010410)

Tripodanthus acutifolius (HM010411)

1

Struthanthus orbicularis (DQ333856)

Cladocolea mecvaughii (DQ333860)

Struthanthus marginatus
0.99

Struthanthus syringifolius

Oryctanthus occidentalis (DQ333862)

Struthanthus podopterus
Passovia pyrifolia
;
Phthirusa pyrifolia (DQ333857)

Dendromyza reinwardtiana (DQ333870)

0.04

Fonte: Autor, 2016.

Os resultados obtidos neste estudo sdo, em geral, congruentes com analises
moleculares recentemente publicadas (AMICO; NICKRENT, 2009; AMICO et al., 2007a,
2007b, 2012), porem n&o ha suporte para as relacGes de alguns géneros com outros clados.
Portanto, mais investigacdes sdo necessarias a fim de esclarecer o relacionamento filogenético

dentro da familia Loranthaceae.
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Em relacdo a familia Viscacae, as trés espécies [Phoradendron pteroneuron Eichler,
Phoradendron mucronatum (D.C.) Krug. &. Urb. e Phoradendron quadrangulare (Kunth)
Griseb], embora pertencam a um dos géneros mais estudados em relagdo aos demais,
nenhuma das espécies identificadas tinham dados depositados no GenBank. A espécie
Phoradendron pteroneuron agrupou com espécies do género Dendrophthora (Figura 11).
Tais dados comprovam pesquisas anteriores (NICKRENT et al. 2010; VIDAL-RUSSELL,
NICKRENT, 2008, WILSON; CALVIN, 2006), que relatam que estes géneros sdo muito
préximos.

Figura 11. Arvore filogenética de Inferéncia Bayseana com espécies da familia Viscaceae usando
sequéncias nucleotidicas da regido ITS. A arvore mostra as relacdes filogenéticas das espécies

coletadas (em vermelho) com as espécies de Loranthaceae encontrada no banco de dados do
GenBank, utilizando a espécie Dendromyza reinwardtiana foi utilizada como grupo externo.
Phoradendron mucronatum
1

Phoradendron quadrangulare

1 Phoradendron tamaulipense (AF178730)

— 0.86 — Phoradendron trinervium (AF178731)

Phoradendron heydeanum (AF178729)

Phoradendron carneum (AF178732)

0.92

Phoradendron cf tonduzii (AF178736)

1 Phoradendron robustissimum (AF178733)

— Dendrophthora squamigera (AF178745)
1

— Dendrophthora clavata (AF178742)

0.98
. — Phoradendron pteroneuron

Dendrophthora domingensis (AF178741)

0.99

Dendrophthora opuntioides (AF178740)

Dendromyza reinwardtiana (DQ33870)

0.05
Fonte: Autor, 2016.

Os dados moleculares indicaram que a regido ITS sozinha pode ndo ser suficiente para
determinar a filogenia exata dentro dos géneros (Phoradendron e Struthanthus), fazendo-se

necessario uso de outras regiées, como a cloroplastidial (trnL) em estudos futuros. Para Yuan
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e Olmstead (2008) a combinacéo das regides plastidiais (trnL) e regides nucleares (ITS) séo
de eventual importancia para se obter dendrogramas que mostrem a verdadeira historia

evolutiva a niveis infragenéricos.
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54 CONCLUSOES

As plantas parasitas apresentaram grande diversidade de espécies;

Foi identificado duas familias (Loranthaceae e Viscaceae), representadas por géneros

distintos (Passovia, Struthanthus, Phoradendron e Psittacanthus);

Foram identificadas as espécies Passovia pyrifolia, Struthanthus marginatus,
Psittacanthus dichroos, Phoradendron pteroneuron, Struthanthus syringifolius,
Phoradendron mucronatum, Phoradendron quadrangulare e  Struthanthus

podopterus;

Os hospedeiros identificados foram Syzygium jambolanum, Mimosa caesalpiniaefolia,
Eschweilera ovata, Byrsonima crassifélia, Azadirachta indica, Annona squamosa e

Citrus sinensis;

Apenas a espécies P. pyrifolia tem sua sequéncia de nucleotideos depositada no banco
de dados GenBank;
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