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RESUMO

Em um plantio comercial localizado no Vale do Ribeira, no estado de Sao Paulo, foram observadas plantas de abobrinha-de-moita
(Cucurbita pepo L.) apresentando superbrotamento de ramos, malformagao da parte aérea e folhas disformes e enrugadas. Através de PCR
foi demonstrada a presenca de fitoplasma associado aos tecidos doentes. Um fitoplasma do grupo 16SrllI foi identificado por PCR e pela
analise de RFLP, conduzida com cinco enzimas de restri¢do. A presente comunicag@o se constitui no primeiro relato da presenga de um
fitoplasma do grupo 16SrlIl em abobrinha-de-moita no Brasil.
Palavras-chaves: Mollicutes, Cucurbitaceae, Cucurbita pepo, RFLP.

ABSTRACT
Summer squash: a new host of phytoplasm belonging to the 16SrIII group

In a commercial field located in the Vale do Ribeira, in the State of Sao Paulo, Brazil, plants of summer squash (Cucurbita pepo
L.) exhibiting witches’ broom and leaf deformation were observed. PCR assays demonstrated the presence of phytoplasma associated with
diseased tissues. A phytoplasma belonging to the 16SrIII group was identified by PCR and RFLP analysis performed with five restriction
enzymes. The present note is the first report of the presence of phytoplasma representative of the 16SrlIIl group in summer squash in

Brazil.
Keywords: Mollicutes, Cucurbitaceae, Cucurbita pepo, RFLP.

Diversas espécies cultivadas, silvestres ¢ daninhas,
pertencentes a familia Cucurbitaceae, sdo hospedeiras
de fitoplasmas. Nas espécies desta familia, os sintomas
expressos por plantas doentes sdo do tipo clorose, diminuigéo
no porte da planta, produg@o excessiva de ramos, esterilidade
de flores, malformagao de 6rgaos, reducao da quantidade e
qualidade dos frutos, ramos rigidos e eretos e folhas rigidas
e espessas (Zitter et al., 1996). Esse quadro sintomatologico
¢ genericamente conhecido por “amarelos”.

Na década de cinqlienta, em campos localizados
na California (USA), foi relatada a doenca aster yellows,
caracterizada pelos sintomas descritos, em plantas de
moranga (Cucurbita maxima) e abobrinha-de-moita
(Cucurbita pepo) (Freitag, 1956). Inicialmente a doenga foi
atribuida a virus, porém, posteriormente, foi reconhecida
como sendo associada a um fitoplasma pertencente ao grupo
16SrI (Lee etal., 1993; Zitter et al., 1996). Em diversas areas
da Australia, foram observados sintomas de amarelos em
plantas de abobora (C. maxima ¢ C. moschata) infectadas
por um fitoplasma do grupo 16SrXII (Streten et al., 2005).
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No Brasil, a presenga de fitoplasmas em abobora da espécie
C. moschata foi assinalada no estado do Rio de Janeiro
em 2001 e a analise de plantas que apresentavam clorose,
redugdo do limbo foliar e malformacdo de frutos permitiu
identificar um fitoplasma do grupo 16Srlll associado a
doenca (Montano et al., 2006). A associagd@o de fitoplasmas
pertencentes a diferentes grupos 16Sr com diversas
espécies de cucurbitaceas tem sido relatada. Fitoplasma
pertencente ao grupo 16SrVIII foi encontrado em plantas
de bucha (Luffa spp.) afetadas pelo superbrotamento, em
Taiwan (Lee et al., 1993). Na Costa Rica, um fitoplasma
do grupo 16811 foi identificado em campos comercias de
chuchu e de Sechium tacaco, bem como na planta daninha
Rytidostylis carthaginensis (Villalobos et al., 2002). Foi
relatada ainda a ocorréncia de um fitoplasma do grupo
16SrXII em plantas infectadas de Cucumis myriocarpus
Naud., na Australia (Saqib et al., 2006). No Brasil, tem
sido freqiiente a ocorréncia de fitoplasmas do grupo 16SrIIl
em cucurbitaceas, sendo estes fitopatdogenos encontrados
em associagdo com anomalias em chuchu, abobora, bucha
e melao-de-Sdo Cactano (Montano et al., 2000, 2006,
2007a).

O presente trabalho foi conduzido em razdo da
ocorréncia de plantas de abobrinha-de-moita apresentando
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tipicos sintomas de amarelos, em plantio comercial
localizado no Vale do Ribeira (SP), no ano de 2006. O
objetivo foi detectar e identificar o fitoplasma, visando
aumentar os conhecimentos sobre a distribuigdo e o circulo
de hospedeiros deste agente patogénico.

As plantas de abobrinha-de-moita afetadas
apresentavam superbrotamento de ramos, malformagao
da parte aérea ¢ folhas disformes e enrugadas. A partir do
material coletado no campo, foram obtidas amostras de
DNA total, as quais foram usadas nos testes moleculares de
PCR e RFLP. Plantas sadias, obtidas a partir de sementes
comerciais, foram cultivadas em vasos e mantidas em casa
de vegetacao, sendo utilizadas como controle negativo.

Cada amostra de DNA foi obtida a partir de 0,2 g de
tecido fresco do talo e das nervuras das folhas, localizados
no terco inferior, médio e superior de planta sintomatica,
segundo o protocolo descrito por Ahrens & Seemiiller
(1992). A deteccdo do fitoplasma foi feita através de
PCR duplo, utilizando-se os “primers” P1/Tint (Smart
et al., 1996) na primeira reagdo, seguido do par R16F2n/
R16R2 (Gundersen & Lee, 1996) na segunda reacdo.
Para identificacdo por PCR duplo foram empregados os
pares P1/Tint e R16(IIN)F1/R16(III)R1 (Lee et al., 1994),
para amplificagdo e re-amplificagdo, respectivamente, do
16SrDNA do fitoplasma detectado nos tecidos doentes.
O ultimo par de “primers” referido ¢ especifico para a
detecgdo de fitoplasmas afiliados ao grupo 16SrlIl. Todas
as reagOes foram realizadas para um volume final de 25 uL
contendo 200uM de cada ANTP; 0,4 uM de cada “primer”;
1 unidade de Taq polimerase (Promega) ¢ 20 ng de DNA
total usado como molde. Para todas as reagdes, os controles
negativos foram representados pelo DNA de planta sadia
de abobrinha-de-moita e dgua deionizada. Como controles
positivos das reagdes, foram usados o DNA de planta de
milho infectada com o fitoplasma do enfezamento vermelho
do milho, para o PCR de detecgdo ¢, o DNA de planta de
berinjela infectada pelo fitoplasma do enfezamento da
berinjela (representante do grupo 16SrIll), para o PCR de
identificacdo molecular. As reagdes de PCR com P1/Tint
foram conduzidas em termociclador programado para 30
ciclos: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
56°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos. As
reacdes com os “primers” R16F2n/R16R2 e R16(III)F1/
R16(IIT)R1 foram realizadas em termociclador ajustado para
as seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 94°C, por 2
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacao a 94°C, por
1 minuto, anelamento a 50°C, por 2 minutos e, extensdo a
72°C, por 3 minutos, e uma etapa de extensdo final a 72°C,
por 7 minutos. Uma aliquota de SuL dos produtos de PCR
de cada amostra foi aplicada em gel de agarose 1%. Apds
a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etideo ¢ as
bandas de DNA foram visualizadas em transiluminador de
luz ultravioleta. O marcador de peso molecular utilizado foi
1 kb DNA ladder (Invitrogen).

As seqiiéncias amplificadas a partir do 16SrDNA
do fitoplasma encontrado em abobrinha-de-moita, através
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de PCR duplo com os “primers” P1/Tint-R16F2n/R16R2,
foram analisadas por RFLP com as enzimas de restricdo
Alul, Rsal, Hpall, Hhal e Mbol. Aliquotas de 5 pL de cada
produto de PCR foram digeridas, separadamente, com cada
uma das enzimas, a 36°C, por um periodo de 30 horas. Os
produtos da digestdo foram analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida 5% corado com brometo de
etideo e, as bandas visualizadas em transiluminador de luz
ultravioleta. O marcador de peso molecular utilizado foi
o $X174 RF DNA Haelll digest (Invitrogen). Os perfis
gerados foram confrontados com aqueles relatados na
literatura e o fitoplasma identificado na abobrinha-de-moita
foi classificado de acordo com os grupos descritos por Lee
et al. (1998).

Através de PCR, usando os pares de “primers”
P1/Tint e R16F2n/R16R2, fitoplasmas foram detectados
em tecidos doentes pela amplificacdo de fragmentos
gendmicos de 1.200 pb, visualizados na forma de bandas
nos géis de agarose. Fragmentos de 1.200 pb também
foram amplificados nas reagdes que continham DNA de
fitoplasma do enfezamento do milho, usado como controle
positivo, porém nao houve amplificagdes para os controles
negativos, representados pelo DNA obtido de plantas sadias
e amostras sem DNA. O PCR duplo conduzido com o pares
P1/Tinte R16(II)F1/R16(II1)R1 permitiu a identificagao de
um fitoplasma do grupo 16Srlll, pela amplificagdo de um
fragmento genomico de 800 pb. Amplificacdes esperadas
de 800 pb também foram constatadas para o fitoplasma do
enfezamento da berinjela, usado como controle positivo e
sabidamente um representante do grupo 16SRIII.

A analise de RFLP mostrou que os padrdes gerados
para o fitoplasma identificado em quatro amostras de
abobrinha-de-moita foram idénticos entre si, para cada uma
das enzimas de restrigdo. Um representante do fitoplasma
encontrado nas amostras foi selecionado e os seus padrdes
de RFLP estdo apresentados na Figura 1. Os resultados
também revelaram que os padrdes obtidos para o fitoplasma
da berinjela, usado como referéncia, foram idénticos
aqueles encontrados para o fitoplasma da abobrinha-
de-moita, para todas as enzimas de restricdo usadas no
ensaio (Figura 1). Quando confrontados com os padrdes
coletivos descritos por Lee et al. (1998), ficou evidenciado
que os padrdes obtidos para as enzimas Hpall ¢ Hhal sido
tipicos de fitoplasmas do grupo 16Srlll. O emprego das
endonucleases Alul, Rsal e Mbol confirmaram os resultados
obtidos com as enzimas anteriormente referidas, revelando
que o fitoplasma em estudo ¢ afiliado ao grupo 16Srlll e
distinto dos fitoplasmas representantes dos demais grupos
16Sr conhecidos. A analise de RFLP, contudo, ndo permitiu
classificar o fitoplasma presente na abobrinha-de-moita em
nivel de subgrupo; no entanto, demonstrou seguramente
que o fitoplasma pertence ao grupo 16Srlll, confirmando a
identificacao feita por PCR com os “primers” especificos.

Os sintomas observados nas plantas de abobrinha-
de-moita naturalmente infectadas eram indicativos da
ocorréncia de doenga associada a fitoplasmas, sendo muito
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Rsal Hpall Hhal Mbol

semelhantes aqueles anteriormente descritos para espécies
de cucurbitaceas que apresentavam anomalias tipicas de
amarelos (Zitter et al., 1996). Relato sobre a presenga de
fitoplasmas em plantas de abobora cultivadas no Brasil foi
feito, anteriormente, com amostras de C. moschata, no Rio
de Janeiro (Montano et al., 2006). Os sintomas descritos
para esta espécie foram similares aqueles observados nas
plantas de abobrinha-de-moita, cultivadas no Vale do
Ribeira (SP). A distingao entre plantas doentes e sadias era
muito clara no campo e facilmente perceptivel aos olhos de
um observador, tanto que chamou a ateng@o de um produtor,
o qual encaminhou amostras para diagnose. No entanto,
o produtor ndo esperou pelos resultados da analise e, de
imediato, promoveu a erradicagdo das plantas doentes. Isto
impediu a obtenc¢do de maiores informagdes sobre a doenga,
principalmente quanto a incidéncia da mesma no campo.
Apesar disso, os resultados obtidos neste trabalho revelaram
aassociagao de fitoplasma pertencente ao grupo 16SrIll com
os sintomas de amarelos presentes em abobrinha-de-moita.
A ocorréncia de fitoplasmas em espécies de Cucurbita nao
se restringe ao grupo 16Srlll, embora somente fitoplasmas
do grupo 16SrlIl tenham sido identificados até o momento
no pais, no Rio de Janeiro (Montano et al., 2006) e em S&o
Paulo (presente trabalho). Em outros paises, fitoplasmas
pertencentes ao grupo 16Srlll ndo foram ainda relatados
em espécies da familia Cucurbitaceae, havendo, no entanto,
relatos de fitoplasmas afiliados aos grupos 16Srl na América
Central e do Norte (Villalobos et al., 2002; Lee et al.,
1993), 16SrVIII em Taiwan (Lee et al., 1993) e 16SrXII na
Australia (Streten et.al., 2005). Fitoplasmas pertencentes ao
grupo 16SrIII tém sido também encontrados em associagdo
com doengas de outras cucurbitaceas de ocorréncia bastante
comum em algumas regides brasileiras, como o irizado
ou superbrotamento do chuchuzeiro, superbrotamento
do meldo-de-Sdo Caetano e superbrotamento da bucha
(Montano et al., 2000, 2007a). Representantes deste grupo
tém sido ainda identificados em hortalicas da familia
Solanaceae, como em tomateiro afetado pelo calice
gigante (Amaral-Mello et al., 2006). Dentre os fitoplasmas
relatados no territorio brasileiro, os representantes do grupo
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FIGURA 1 - Identificagdo molecular do fitoplasma
detectado em amostras de tecidos doentes de abobrinha-
de-moita (Cucurbita pepo), por analise de RFLP com as
enzimas de restricdo: Alul, Rsal, Hpall, Hhal ¢ Mbol.
Linha 1: fitoplasma do enfezamento da berinjela (grupo
16SrIll), usado como referéncia; Linha 2: fitoplasma
presente em abobrinha-de-moita; Linha M: marcador de
peso molecular $X 174 RF DNA Haelll digest.

16SrIIl tém se mostrado predominantes e aparentemente
pouco especificos em relagdo aos hospedeiros, tendo sido
constatados numa diversidade de espécies além daquelas
pertencentes as familias Cucurbitaceae e Solanaceae. Assim,
existem relatos de fitoplasmas do grupo 16SrlII associados
aos superbrotamentos em begodnia, crotalaria, mandioca,
maracuja e sempre-viva; a proliferacdo de ramos em bico-
de-papagaio; ao lenho mole em macd; ao enfezamento em
repolho; ao amarelo em videira e ao amarelecimento e
virescéncia em vinca (Montano et al., 2007b). O presente
trabalho representa contribuigdo ao conhecimento da
diversidade de fitoplasmas e de seus hospedeiros, presentes
no territorio brasileiro, além de relatar, pela primeira vez
no Brasil, a ocorréncia de um fitoplasma do grupo 16SrIIl
associado ao amarelo em plantas da espécie Cucurbita pepo,
popularmente conhecida como abobrinha-de-moita.
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