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RESUMO

Bico-de-papagaio ¢ uma espécie ornamental, encontrada tanto na forma de arbustos, presente em jardins residenciais
e publicos, como comercializada em vasos para decoragdo de interiores. Com o objetivo de detectar a presencga de fitoplasma
em plantas mostrando sintomas de proliferacdo de ramos, amostras foram obtidas de plantas sintomaticas e assintomaticas
cultivadas em jardins e de plantas comerciais sintomaticas envasadas. A técnica de duplo PCR, utilizando os iniciadores
R16mF2/mR1 ¢ R16F2n/R2, foi empregada para detec¢@o do fitoplasma, a partir de DNA extraido de folhas. Fitoplasma
foi detectado consistentemente em todas as amostras sintomaticas, porém nao houve detecgdo em qualquer das amostras
assintomaticas. A identificagdo molecular conduzida através de PCR com iniciadores especificos e por analise de RFLP
revelou que o fitoplasma detectado pertence ao grupo 16Srlll. Assim, foi demonstrado que a ocorréncia de proliferacdo
de ramos em bico-de-papagaio esta associada a presenca de fitoplasma. Plantas superbrotadas apresentam um dossel mais
compacto, sendo mais atrativas ao consumidor, portanto a presenga do fitoplasma ¢ considerada como benéfica para fins
ornamentais e comerciais.

Palavras-chaves adicionais: molicutes, amarelos, Fuphorbia pulcherrima.

ABSTRACT
Shoot proliferation in commercial poinsettia plants associated with phytoplasma belonging to group 16SrII1
Poinsettia is an ornamental species found as a shrub in residential and public gardens or commercialized in pots
for indoor decoration. In order to detect phytoplasma in poinsettia exhibiting shoot proliferation, samples were collected
from plants with and without symptoms grown in gardens, and commercial plants cultivated in pots showing symptoms.
The PCR technique using primers R16mF2/mR1 and R16F2n/R2 was employed to detect phytoplasma by using DNA
extracted from fresh leaves. The results revealed that phytoplasma was consistently detected from samples with symptoms,
but no phytoplasma was found in any samples without symptoms. It was thus demonstrated that poinsettia proliferation was
associated with the presence of phytoplasma. Molecular identification using group-specific primer pairs and RFLP analyses
revealed that the phytoplasma was a member of group 16Srlll. Plants with proliferation have shown a compact top and are
more attractive to consumers; hence the presence of phytoplasma is desirable for ornamental and commercial purposes.
Additional keywords: Mollicutes, yellows, Euphorbia pulcherrima.

INTRODUCAO

A planta denominada bico-de-papagaio (Euphorbia
pulcherrima Wild), também conhecida por poinsetia, ¢
uma espécie ornamental encontrada sob duas formas com
relacdo ao habito de crescimento. Uma das formas é do
tipo arbustiva, de ocorréncia natural, sendo observada com
freqiiéncia em jardins residenciais e logradouros publicos.
Neste caso, a planta exibe ramos longos e flexuosos, com
poucas brotagdes, resultando em uma copa esparsa, com
alternancia de coloragdo verde e vermelha de suas folhas e
“flores”, podendo alcancar de dois a quatro metros de altura.
Outro tipo de crescimento apresentado pela espécie ¢ na
forma herbacea, produzida e comercializada em vasos, com
um vistoso dossel denso, devido a intensa proliferacdo de
ramos curtos, visualmente muito atrativo pela exuberante
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produgdo de “flores” vermelhas. Ressalta-se, no entanto, que
as “flores”, na verdade, sdo folhas modificadas chamadas de
bracteas (Lee et al., 1997).

A importancia econdmica da espécie como
ornamental vem justamente do comércio da planta em vasos,
a qual ¢ empregada na decoragdo de ambientes internos. A
comercializac¢ao da planta envasada tem conquistado espago
de destaque dentro do mercado de ornamentais em diferentes
partes do mundo, incluindo o Brasil (Lee, 2000).

A ocorréncia natural de plantas de bico-de-papagaio
com ramificacdes longas ¢ esparsas contrastando com
plantas desta mesma espécie intensamente ramificadas,
despertou o interesse de pesquisadores que passaram a
investigar a possivel causa desta anomalia no habito de
crescimento. Possivelmente, a proliferacdo de ramos estaria
sendo causado por um agente infeccioso, uma vez que a
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anomalia podia ser transmitida por enxertia e por ocorrer
a perda desta caracteristica por tratamento pelo calor ou
cultura de tecido de meristema (Dole & Wilkins, 1991;
Dole et al., 1993. Ruiz et al., 1997). A suspeita do agente
ser um virus causador de mosaico foi abandonada no inicio
da década de oitenta, com a demonstracdo da presenga do
virus tanto em plantas superbrotadas como naquelas com
crescimento normal (Fulton & Fulton, 1980). Em razio da
sintomatologia, passou-se a investigar a possibilidade de um
fitoplasma estar associado a proliferacdo e, em meados da
década de noventa, ficou comprovado que a proliferagao
de ramos era causada por fitoplasma (Lee et al., 1997).
A identificacdo molecular demonstrou que o fitoplasma
responsavel pelo superbrotamento era um representante
tipico do grupo 16Srlll (Lee et al., 1997). Outro estudo
conduzido sobre o assunto confirmou a predominancia
de fitoplasma do grupo 16Srlll em plantas com intensa
produgdo de ramos, porém revelou também a presenga de
fitoplasma pertencente ao grupo 16Srl (Abad et al., 1997).
A associagdo de fitoplasma com proliferagdo também foi
demonstrada por remissdo de sintomas em plantas tratadas
com tetraciclina (Bradel et al., 2000). A ocorréncia da
proliferacdo de ramos ¢ altamente desejavel e importante
para a produgdo de plantas envasadas, pois esta anomalia
torna as plantas mais vistosas e comercialmente mais
valorizadas (Lee et al., 1997).

Fitoplasmas sdo agentes causais de doengas de plantas,
tendo sido descobertos em 1967 e denominados, na época, de
organismos do tipo micoplasma ou MLOs (Doi et al., 1967).
A partir de 1994 passaram a ser chamados de fitoplasmas
(Sears & Kirkpatrick, 1994). Sao classificados no grupo
das bactérias, sendo organismos unicelulares, desprovidos
de parede celular, habitantes de floema, transmitidos
naturalmente por cigarrinhas e ndo cultivaveis em meio de
cultura (Bedendo, 1995; Davis, 1995). No Brasil, tém sido
detectados numa gama de plantas cultivadas e silvestres,
principalmente através de microscopia eletronica de
transmissdo (Kitajima, 1995). Mais recentemente, a
técnica molecular de PCR (Polymerase Chain Reaction)
tem sido empregada como rotina para demonstrar sua
ocorréncia em plantas suspeitas, como complemento
para diagnose feita com base na sintomatologia (Davis,
1995).

A identificagdo molecular de fitoplasmas tem
sido feita através de técnica de PCR ou de RFLP. No
primeiro caso, um par de iniciadores especificos ¢ usado
na segunda reagdo de um PCR duplo, indicando o grupo
ao qual pertence o fitoplasma (Lee et al., 1994). No
segundo, promove-se a digestdo enzimatica de produtos
de PCR com algumas endonucleases e compara-se os
padrdes de bandas obtidos com as referéncias adotadas
internacionalmente (Lee ef al., 1993). Adotando-se esta
sistematica, os fitoplasmas tém sido classificados em
diversos grupos e sub-grupos (Lee ef al., 1998), porém
sem receberem, até o momento, denominagdo binomial
latina correspondente ao género e espécie.
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Plantas de bico-de-papagaio crescidas em jardins,
com e sem proliferacdo de ramos, ¢ plantas comerciais
envasadas, com intensa ramificagdo, foram objetos desta
pesquisa. O objetivo foi detectar a presenca de fitoplasma
em plantas portadoras desta anomalia, bem como proceder
a identificagdo molecular do fitoplasma, determinando-
se a sua classificagdo em um dos grupos atualmente
reconhecidos.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de plantas

Folhas foram coletadas de plantas com proliferagdo
de ramos, suspeitas de estarem infectadas por fitoplasma,
e de plantas de aspecto arbustivo, aparentemente livres
de fitoplasma. Assim, as amostras foram obtidas de: - a)
cinco plantas comerciais cultivadas em vasos, mostrando
intensa proliferacdo de ramos, encontradas em floricultura
(PE1, PE2, PE3, PE4, PES = plantas envasadas); - b) dois
arbustos com superbrotamento, provenientes de plantas
envasadas que foram transplantadas para o solo, com altura
entre 0,5-0,7 m, cultivados em dois diferentes jardins
residenciais localizados em Piracicaba/SP (AS1 e AS2 =
arbustos sintomaticos); - ¢) dois arbustos assintomaticos,
apresentando ramos longos, copa esparsa e altura entre 2-4
m de altura, sendo um deles cultivado no parque da ESALQ
e o outro em um jardim residencial em Piracicaba/SP (AAl
e AA2 = arbustos assintomaticos).

Extracio de DNA e condi¢cdes de PCR

O DNA empregado no teste de PCR foi extraido
da regido das nervuras de folhas frescas. Uma amostra
de 0,2 g de tecido foliar foi imersa em nitrogénio liquido
e triturada com pistilo em almofariz de porcelana.
Acrescentou-se 800ul de CTAB 1% aquecido a 65° C e
agitou-se vigorosamente. O material foi incubado a 65°
C por 1-2 horas, acrescentando-se, em seguida, 600 pl de
cloroféormio-octanol (24:1). Apos centrifugagdo a 12000g
por 15 min., separou-se a fase aquosa e juntou-se 0,6 v
de isopropanol. A mistura permaneceu por uma noite a
-20° C, sendo, entdo, centrifugada a 12000g por 15 min.
Descartou-se o isopropanol, e, ap6s a lavagem com 300 pl
de etanol 80%, secou-se e ressuspendeu-se o precipitado
em 100 pl de agua destilada-deionizada.

Para detecgdo de fitoplasma foi empregada a
técnica de duplo PCR utilizando-se os pares de iniciadores
(“primers”) R16mF2/mR1 e R16F2n/R2 (Gundersen &
Lee, 1996). O par R16mF2/mR1 foi utilizado na primeira
reagdo, para a amplificacdo do fragmento correspondente ao
16SrDNA. Os iniciadores R16F2n/R2 foram empregados
na reagdo de re-amplificagdo, usando-se o produto do
primeiro PCR como molde, apds sua diluigdo em agua na
propor¢ao de 1:50. As condi¢des de PCR compreenderam
35 ciclos, onde cada ciclo foi representado por uma etapa
de denaturacdo a 94° C por 1 min., uma de anelamento a
50° C por 2 min. e uma de extensdo a 72° C por 3 min. (7
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min. no ciclo final), de acordo com o metodologia descrita
por Lee et al. (1993). Os produtos da re-amplificacdo foram
analisados através de eletroforese em gel de agarose 1% e
visualizados na forma de bandas, em transiluminador de luz
ultravioleta, apés a coloragdo com brometo de etideo. Os
padrdes positivos foram representados por amostra de folha
de planta de milho com enfezamento vermelho e berinjela
com superbrotamento, enquanto os padrdes negativos foram
representados pela agua e por amostra foliar de planta de
milho sadia. O marcador molecular utilizado foi 1kb Ladder
(Life Technologies).

Identificacdo molecular por PCR e RFLP

Para identificagdo de fitoplasma foram usados os
produtos de PCR obtidos com o DNA extraido de amostras
de plantas envasadas e de arbustos sintomaticos.

Na identificagdo por PCR, os produtos de PCR
resultantes da amplificagdo pelo par de iniciadores R16mF2/
R1 foram diluidos 1:50 em &agua destilada-deionizada e
re-amplificados pelos iniciadores R16(II)F2/R1 (Lee et
al., 1994), especificos para identificagdo de fitoplasmas
do grupo 16SrIIl. O DNA obtido de plantas de berinjela
portadoras de um fitoplasma do grupo 16SrllIl foi usado
como padrdo positivo. As condi¢des de PCR foram idénticas
aquelas descritas anteriormente. O padrdo de peso molecular
utilizado foi 1kb ladder.

A identifica¢do de fitoplasma também foi feita por
RFLP, com base nos perfis eletroforéticos obtidos pela
digestdo enzimatica dos produtos amplificados pelo duplo
PCR, conduzido com os iniciadores R16mF2/mR1 e R16F2n/
R2. Fragmentos de DNA de 1,2 kb foram submetidos a
digestao pelas endonucleases Alul, Kpnl, Hhal, Hpall,
Msel, Rsal e SaulllA, de acordo com a recomendagdo dos
fabricantes. Os produtos obtidos foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 4,5%, corado com
brometo de etideo e visualizado em transiluminador de
ultra-violeta. O marcador molecular foi ®X174RFHaelll.
O perfil eletroforético obtido para cada enzima foi
comparado aos padrdes relatados na literatura (Lee ef al.,
1998), visando determinar a classificagdo do fitoplasma
em um dos grupos atualmente adotados para taxonomia
desses patogenos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Combasenaamplificagdo do 16SrDNA, empregando-
se os iniciadores R16mF2/mR1 e R16F2n/R2 em PCR duplo,
constatou-se a ocorréncia de fitoplasma nas amostras de bico-
de-papagaio que apresentavam proliferacdo de ramos, ou
seja, plantas envasadas (PE) e arbustos sintomaticos (AS). A
presencga de fitoplasma foi evidenciada pela visualizagdo de
bandas de aproximadamente 1,2 kb no gel de agarose, apos
a condugdo do processo de eletroforese (Figura 1). Estas
bandas correspondiam a bandas padrdes para amplifica¢des
feitas com o referido par de iniciadores (Gundersen & Lee,
1996). Amostras originarias de arbustos sem proliferacdo de
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FIG. 1 - Gel de agarose mostrando bandas correspondentes
a presenga de fitoplasma em amostras sintomaticas de bico-
de-papagaio (PE e AS) e auséncia de bandas para amostras
assintomaticas (AA). Colunas da esquerda p/ direita: 1- Marcador
molecular 1kb Ladder (MM), 2- Padrdo positivo — milho (Mi),
3- Padrio negativo — 4gua (Ag), 4- Arbusto assintomatico (AA1),
5- Arbusto sintomatico (AS1), 6- Arbusto sintomatico (AS2), 7-
Planta sintomatica envasada (PE1), 8- Planta sintomatica envasada
(PE2), 9- Padrio positivo — berinjela (BE), 14- Marcador Molecular
1kb Ladder (MM).

ramos (AA) ndo apresentaram bandas no gel, confirmando
a auséncia de fitoplasma nas mesmas. A presenca de banda
para o padrdo positivo e sua auséncia para o padrdo negativo,
demonstraram a validade do teste de duplo PCR. Repetidos
testes confirmaram os resultados.

A analise dos produtos de PCR permitiu associar a
proliferagdo de ramos com a presenca de fitoplasma, pois
a detecg¢@o ocorreu justamente nas amostras colhidas de
arbustos que apresentavam ramificagdes mais curtas e
relativamente mais numerosas ¢ naquelas obtidas de plantas
envasadas que mostravam intensa ramificagdo. A detecgdo
de fitoplasma nos tecidos vegetais complementou a diagnose
feita com base na expressdo de sintomas pelas plantas,
confirmando a associagio entre agente e doenga, de acordo com
Davis (1995). Por outro lado, plantas arbustivas de ramos longos
e de dossel aberto ndo revelaram a presenga de fitoplasma em
seus tecidos. Os resultados aqui obtidos foram idénticos aqueles
registrados em outros trabalhos de mesma natureza (Lee, et al.,
1997; Abad et al., 1997), os quais demonstraram a associa¢ao
constante entre fitoplasma e plantas de bico-de-papagaio com
sintoma de proliferagdo de ramos.

A identificacdo molecular por PCR, feita através
dos iniciadores especificos R16(III)F2/R1, demonstrou a
ocorréncia de um fitoplasma pertencente ao grupo 16Srlll
(Figura 2). Esta constatagdo foi feita pela visualizagdo de
bandas de aproximadamente 0,8kb no gel de agarose, bandas
estas tipicas de fitoplasma deste grupo, segundo os padrdes
pré-estabelecidos na literatura (Lee ef al., 1994). Banda de
0,8kb também foi revelada para amostra de berinjela usada
como padrdo positivo, confirmando o resultado de PCR
para a classificagdo do fitoplasma detectado em material
amostrado de bico-de-papagaio.

As andlises de RFLP demonstraram, para as
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FIG. 2 - Amplificagdo do 16S rDNA do fitoplasma detectado
em plantas sintomaticas de bico-de-papagaio, com iniciadores
especificos R16(III)F2/R1. Colunas da esquerda p/ direita:
1- Marcador molecular 1kb Ladder (MM), 2- Padrdo positivo
— berinjela (Be), 3- Padrdo negativo — milho (Mi), 4- - Arbusto
sintomatico (AS1), 5- Arbusto sintomatico (AS2), 6- Planta
sintomatica envasada (PE1), 7- Planta sintomatica envasada (PE2),
8- Marcador Molecular 1kbLadder (MM).

enzimas de restri¢do utilizadas, que o fitoplasma presente
em plantas de bico-de-papagaio apresentou padrdes de
bandas tipicos dos fitoplasmas pertencentes ao grupo
16SrIIl (Lee et al., 1998). Os fitoplasmas provenientes
de cada uma das trés plantas amostradas exibiram
padroes de bandas idénticos entre si, considerando
cada uma das enzimas de restri¢do, confirmando que o
fitoplasma associado aos sintomas exibidos pelas plantas
amostradas ¢ um membro do grupo 16SrlIIl (Figura 3).
Trabalhos conduzidos fora do Brasil também apontaram
para um fitoplasma do grupo 16SrIlI associado a plantas
de bico-de-papagaio mostrando os mesmos sintomas de

Rsal Mse 1

proliferagdo (Lee ef al., 1997). Além dos perfis obtidos
para as diversas enzimas terem sido tipicos de fitoplasma
do grupo 16SrlIll, a constatagdo de que a enzima Kpnl
ndo promoveu a digestdo do produto amplificado pelo
PCR ¢ uma comprovacao de que o fitoplasma encontrado
em plantas de bico-de-papagaio cultivadas no Brasil
pertence ao grupo 16Sr III. Nenhuma evidéncia ocorreu
que revelasse a presenga de fitoplasma do grupo 16Srl,
mesmo em baixa freqiiéncia, como encontrado no trabalho
de Abad e colaboradores (1997).

O mecanismo envolvido na presenga ou auséncia de
proliferacdo de brotos tem relacdo com a dominéncia apical
de gemas (Lee et al., 1997). Assim, o superbrotamento de
plantas refletiria uma fraca dominéncia apical, enquanto
plantas com auséncia de superbrotamento apresentariam
forte domindncia apical. As modificagdes morfologicas
observadas em plantas de diversas espécies infectadas por
fitoplasmas podem ser atribuidas ao desbalango hormonal
provocado pelo patéogeno, pois, desde ha muito tempo,
pesquisas tém indicado alteragdes nos niveis de auxina,
citocinina, acido indol acético e acido giberélico (Chang
& Lee, 1995; Golino et al., 1988; Davey et al., 1981).

Os resultados obtidos neste trabalho, evidenciando
a associagdo de um fitoplasma do grupo 16SrIll com a
proliferacdo de ramos em bico de papagaio se constitui
no primeiro registro sobre a ocorréncia desta anomalia no
Brasil, concordando com outros resultados de pesquisa de
mesma natureza (Lee ef al., 1997; Abad et al., 1997). E
possivel que a doenca tenha sido introduzida juntamente
com material vegetal, uma vez que a planta comercial
¢ obtida por propagacdo vegetativa. A anomalia de
proliferagdo de ramos induzida pelo fitoplasma é altamente
desejavel (Lee, 2000), pois torna as plantas mais vistosas
e atrativas, aumentando seu valor comercial.

FIG. 3 - Analise de RFLP do 16S rDNA, amplificado pelos iniciadores R16mF2/mR1 e R16F2n/R2 em

PCR duplo referente a fitoplasma presente em uma amostra sintomatica de arbusto (AS1) e duas amostras
sintomaticas de plantas envasadas (PE1 e PE2). As digestdes foram conduzidas com as enzimas Rsal,
Msel, Hpa 11 e Kpn 1 (Gel esquerdo) e Mbol, Hhal e Alul (Gel direito). Marcador molecular: PhiX 174RF

Haelll.
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