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RESUMO

Ribeiro, L.F.C.; Bedendo, |.P;; Sanhueza, R.M.V. Evidéncia molecular da ocorréncia de um fitoplasma associado ao lenho mole da macieira.

Summa Phytopathologica, v.33, n.1, p.30-33, 2007.

O lenho mole da macieira € uma doenga relevante em diversas partes do
mundo. Sintomas tipicos desta doenca tém sido observados em pomares
instalados em estados do sul do territorio brasileiro desde a década de
oitenta. Enxertia tem revelado a natureza infecciosa da doenga e a
observagéo de corpusculos filamentosos no floema tem evidenciado
possivel associagdo com fitoplasma. No presente trabalho plantas com
sintomas de lenho mole foram coletadas em pomar comercial, visando
demonstrar a presenga de fitoplasma em tecido doente, bem como
identificar molecularmente este fitoplasma. Através do emprego de duplo
PCR com iniciadores universais R16mF2/R1 e R16F2n/R2, fitoplasma

foi consistentemente detectado em plantas sintomaticas. A identificacdo
conduzida com duplo PCR usando-se iniciadores especificos R16(I11)F2/
R demonstrou que o fitoplasma detectado pertencia ao grupo 16Srlll.
Andlises de RFLP conduzidas com as endonucleases Alul, Kpnl, Hinfl,
Hpall, Msel, Rsal e SaulllA confirmaram que o fitoplasma era um
representante tipico do grupo 16Srlll. A detecgdo e identificacéo
molecular se constitui numa forte evidéncia que um fitoplasma esta
associado ao lenho mole da macieira no Brasil, complementando os
trabalhos realizados anteriormente com transmissao por enxertia e
observagdo por microscopia eletronica .

Palavras-chave adicionais. molicutes, procariotos fitopatogéni cos, doengas fitoplasmaticas.

ABSTRACT

Ribeiro, L.F.C.; Bedendo, I.P.; Sanhueza, R.M.V. Molecular evidence for an association of a phytoplasma with apple rubbery wood. Summa
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Apple rubbery wood is an important disease occurring worldwide. Typical
symptoms have been observed since 80’ decade in orchards located in
the South part of Brazil. In previous studies, grafting has evidenciated
that the disease had infeccious etiology and visualization of filamentous
bodies inside phloem had indicated that a phytoplasma could be associated
with the disease. In the present study, plants with symptoms of rubbery
wood were sampled in a commercial orchard in order to demonstrate the
presence of phytoplasma in infected tissue and to identify molecularly
that the organism. Using nested PCR with universal primers pairs R16mF2/

R1 and R16F2n/R2, phytoplasma was consistently detected in
symptomatic plants. Identification conducted with specific primer pair
R16(I11)F2/R1 in nested PCR demonstrated that the phytoplasma was a
member of group 16Srlll. RFLP analyses with endonucleases Alul, Kpnl,
Hinfl, Hpall, Msel, Rsal e SaulllA confirmed that the phytoplasma was
a representative of the group 16Srlll. The detection and molecular
identification are strong evidences that a phytoplasma is associated with
apple rubbery wood in Brazil and agrees with previous evidences using
grafting and electron microscopy.

Additional keywords: Mollicutes, phytophathogenic prokaryontes, phytoplasmal diseases.

Tipica espécie de clima temperado, a magé é de relevante
importéncia econdmica na fruticultura brasileira, sendo os maiores
pomares encontrados em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul,
respondendo por mais de 90% da produc&o nacional (1).

Dentre os problemas fitossanitarios da cultura estdo o
superbrotamento e o lenho mole, ambos associados a fitoplasmas, e
presentes em varias partes do mundo (20). O lenho mole tem ampla
distribui¢&o no continente europeu, sendo sua ocorréncia registrada
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em diversos paises como Alemanha, RepublicaTcheca, Franga, Hungria
(3, 9, 17). Existem ainda relatos na india, Africa do Sul, Austrélia,
México, Estados Unidos, Canadae paisesdaAsia(11, 17). NaFranca,
aincidéncia chega a 30%, enquanto na Nova Zelandia este indice
alcanca até 75% das plantas cultivadas (8).

Os sintomas tipicos se manifestam principal mente nos ramos, 0s
quais se apresentam extremamente flexiveis e facilmente dobréaveis,
devido a alterag&o naformagdo de lignina. Sdo comuns também os
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sintomas de encurtamento de internédios, formacdo de ramos
achatados, reducao do crescimento da plantae diminui¢ao no tamanho
de frutos. A reducéo na producdo pode variar de 25 a 50%, enquanto
0 vigor da planta pode ser reduzido de 10 a 50% (8). No Brasil,
|evantamentosfeitos nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parana apontaram incidéncias variaveis de 1 a 50% em pomares
comerciais(5). A doengatambém foi encontradaem pomaresinstalados
no estado de S&o Paulo, porém naformalatente e com baixo nivel de
incidéncia(4, 7).

O primeiro registro sobreadoencafoi feito nalnglaterra, nadécada
de quarenta (3). Inicialmente, foi atribuida a virus devido a
sintomatologia e a forma de transmisséo do possivel agente causal,
porém, posteriormente adoencgafoi associadaafitoplasma, atravésde
microscopiaeletronica (2).

Relatos sobre a ocorréncia do lenho mole da macieira no Brasil
foram feitosnoinicio dadécada de oitenta, quando testes de transmissdo
por enxertiaevidenciaram apassagem de um possivel agenteinfeccioso
de plantas sintométicas para plantasindicadoras das variedades L ord
Lambourne, Galae Golden Delicius (4, 5, 6). Evidéncias daassociagdo
entre lenho mole e fitoplasmas foram demonstradas através de
microscopiael etronica pelavisualizagéo de corpiscul os filamentosos
no floema de plantas amostradas no sul do territério brasileiro (22).
Estas evidéncias foram confirmadas, posteriormente, com o emprego
da técnica conhecida por DAPI (21). Apesar destes resultados,
nenhumaevidénciamolecular foi relatada, até o presente momento, de
associagdo de fitoplasmas ao lenho mole em amostras obtidas de
pomares nacionais. No entanto, na Europa, testes de detecgéo através
da técnica de PCR simples evidenciaram que a doenga ndo estava
associadaafitoplasma(19). Contudo, anos maistarde, um outro grupo
de pesquisadores investigou 0 mesmo assunto e, usando atécnicade
PCR duplo, confirmou a presenca de um fitoplasmado grupo 16Srl em
plantas que exibiam sintomas de lenho mole, cultivadas na Europa(3).

Em razéo de sintomastipicos de lenho mole terem sido observados
em pomares brasileiros de maga, o presente trabal ho teve por objetivos:
demonstrar mol ecul armente a associ agéo de fitoplasmacom adoenca
eidentificar, com base molecular, este fitoplasma, determinando sua
classificagdo em um dos grupos atualmente reconhecidos para
classificagéo destes molicutes.

MATERIAL EMETODOS

Coleta de amostras de plantas de macga

Amostras de ramos novos e de raizes secundérias de plantas de
maca da variedade Galaforam col etadas de trés plantas (P1, P2 e P3)
exibindo sintomas tipicos de lenho mole. O pomar amostrado estava
implantado naregido de Vacaria(RS). As amostragens, em nimero de
nove, foram realizadas em diferentes meses do ano de 2000, ou sgja
janeiro, fevereiro, marco, abril, junho, julho, agosto, setembro e outubro.

Condicdes de PCR

A partir de cadaamostrafoi obtido o DNA total paraser utilizado
nas reagbesde PCR. A extragéo foi conduzidade acordo com protocolo
descrito pelaliteratura (14). A deteccéo de fitoplasmafoi conduzida
através de duplo PCR usando-se os pares de iniciadores (primers)
universais R16mF2/R1 e R16F2n/R2, baseados no 16S rDNA (12).
Os produtos amplificados pelo primeiro par foram diluidos (1:50) em
agua destil ada-deionizada e usados na re-amplificagéo pelo segundo
par de iniciadores. As reacfes foram conduzidas em termociclador
automatico programado para 35 ciclos, sendo que cada ciclo
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compreendeu uma etapa de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 50°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 3 minutos.
Umaetapainicial de 1 minuto a94°C e umafinal a72°C por 7 minutos
foram processadas (14).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% e, ap0s col oragdo com brometo de etideo, asbandasforam
visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta. Os padrBes
positivos foram representados por DNA de planta de chuchu e milho,
infectadas, respectivamente, pel os fitoplasmas do superbrotamento e
do enfezamento. DNA de planta de maga sadia e &guarepresentaram
os padrdes negativos. O marcador molecular foi 1kb ladder (Life
Technologies).

Identificacéo de fitoplasma por PCR

Para a identificagdo, os produtos de PCR amplificados pelos
iniciadores R16mF2/R1 foram diluidos 1:50 em agua destilada-
deionizada e re-amplificados pelos iniciadores R16(111)F2/R1(15),
especificos para identificagdo de fitoplasmas do grupo 16Srlil. O
DNA obtido de plantas de chuchu infectadas por um fitoplasma do
grupo 16Srlll serviu como padréo positivo. As condigdes de PCR e
eletroforese foram idénticas aquel as descritas anteriormente (14). O
padrdo de massamolecular utilizado foi 1kb ladder.

AndlisedeRFLP

A identificac8o de fitoplasma também foi feita por RFLP, com
base nos perfis eletroforéticos obtidos pela digestao enzimatica dos
produtos amplificados pel o duplo PCR, conduzido com osiniciadores
universais. Fragmentos de DNA de 1,2kb foram digeridos, pelas
endonucleases Alul, Kpnl, Hinfl, Hpall, Msel, Rsal e SaulllA, de
acordo com arecomendac&o dos fabricantes. Os produtos de digest&o
foram analisados por el etrof orese usando-se gel de poliacrilamida4,5%,
colorido em brometo de etideo e visualizado em transiluminador de
ultra-violeta. Amplificacdes obtidas a partir de DNA de chuchu
infectado por fitoplasmado grupo 16Srl11 foram usadas como padrdes
para cada uma das endonucleases. O marcador molecular foi
FX174RFHaelll. O perfil eletroforético obtido para cada enzima foi
comparado aos padrdes existentes naliteratura (16), visando determinar
aclassificagéo do fitoplasmaem um dos grupos atual mente adotados
paraestes microrganismos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base naamplificagdo do 16SrDNA empregando-se os pares
deiniciadores universaisem PCR duplo, fitoplasmafoi detectado em
plantas de magéa que apresentavam sintomas delenho mole (Figura 1).
A presencade fitoplasmafoi revel ada pelavisualizagéo de bandas de
aproximadamente 1,2kb, tipicas parafitoplasmas quando séo usados
osiniciadoresR16F2n/R2 (12). Amplificagbestambém ocorreram para
DNA extraido de planta de chuchu usada como padrdo positivo, no
entanto nenhuma amplificag@o ocorreu para os padres negativos
representados por DNA de planta de maga assintomética e agua. Os
resultados foram consistentemente confirmados pela repeticdo dos
testes de PCR.

A decteccdo de fitoplasma foi feita tanto em amostras de ramos
como de raizes, sendo que ambos os materiais propiciaram bons
resultados. Assim, recomenda-se a coleta de ramos novos para
confirmagado da presencade fitoplasmaem planta sintomética, devido
amaior facilidade para amostragem. O uso de duplo PCR revelou a
presenca consistente de fitoplasmaem tecidos de plantas sintomaticas
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Figura 1. Deteccdo molecular de fitoplasma por duplo PCR em amostras
de raizes de plantas sintométicas, usando iniciadores universais R16mF1/
R1 e R16F2n/R2. M= marcador molecular; Ch= chuchu (padr&o); Mi=
milho (padréo); Ms= maca sadia; P1, P2 e P3= plantas sintomaticas de
macd; *1 e *9= amostras coletadas em janeiro e outubro de 2002,
respectivamente.

coletadas no territdrio brasileiro, assim como demonstrado paraplantas
de maga cultivadas no continente europeu e apresentando a mesma
sintomatologia (3). Em ambos os casos, a técnica de duplo PCR
mostrou-se eficiente para demonstrar a associagdo de fitoplasmacom
plantas doentes sendo recomendavel, portanto, em relagdo ao PCR
simples, 0 qual ndo se mostrou apropriado paraevidenciar aocorréncia
de fitoplasma em tecidos de plantas que exibiam sintomas de lenho
mole (19).

Osresultados do presente trabal ho, empregando técnicamolecular,
demonstraram aocorrénciade um fitoplasmaassociado ao lenho mole
em pomares brasileiros, complementando investigagdes anteriores.
Estudos conduzidos na década de oitenta evidenciaram a natureza
infecciosa da doenga, pois material de plantas doentes produziram
sintomas em plantas testes sadias através de enxertia (6). Ainda,
evidéncias de que o agente pudesse ser um fitoplasmaforam produzidas
pelaohservacdo de corpuscul os no floemade tecidos de plantas doentes,
através detécnicas microscopicas (21, 22). Assim, adeteccéo molecular
vem fechar este ciclo de estudo.

A identificacdo defitoplasmaatravés de duplo PCR, usando-se 0
par deiniciadores especificos, permitiu demonstrar apresenca de um
fitoplasma afiliado ao grupo 16Srlll. Neste caso, bandas de
aproximadamente 0,8kb foram visualizadas confirmando que o
fitoplasmaeraum membro do grupo 16Sr11, de acordo com os padrdes
estabel ecidos (15). Bandade 0,8kb também foi observada paraamostra
de chuchu sabidamente infectada por um fitoplasma do grupo 16Sr
I11, confirmando o resultado obtido para o fitoplasma detectado em
material demaga.

Asandlisesde RFLP (Figura2) revelaram, paratodas as enzimas
de restricdo, que o fitoplasma detectado em plantas de maca
apresentou padrdes el etrof oréti cos tipicos dos fitoplasmas do grupo
16Srlll, como especificado pela literatura (16). Os fitoplasmas
provenientes de cada uma das trés plantas amostradas (P1, P2 e
P3) apresentaram perfis eletroforéticos idénticos entre si, para
cada uma das endonucleases, confirmando que o fitoplasma
associado aos sintomas exibidos pelas plantas amostradas é um
membro do grupo 16Srlll. Diferentemente dos resultados deste
trabalho, foi demonstrado que o fitoplasma do lenho mole
encontrado na Europa pertence ao grupo 16Srl (3). Este fato ndo
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Figura 2. Andlise de RFLP de produtos de PCR amplificados pelos
iniciadores R16F2n/R2 e digeridos pelas endonucleases Msel, Alul, Kpnl,
Hinfl, Rsal, Hpall e Sau3Al. M= marcador molecular; Ch= chuchu
(padréo); 1, 2, 3= amostras de ramos de plantas sintométicas; 4= amos-
tra de raiz de planta sintomatica.

se constitui em novidade, visto que para outros patossistemas,
fitoplasmas distintos podem infectar uma mesma espécie botéanica,
como demonstrado parao célice gigante do tomateiro (10), amarel os
davideira(18) e paraenfezamentos em algumas espécies silvestres
(13). Além dos perfis obtidos para as diversas enzimas terem sido
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tipicos de fitoplasma do grupo 16Srlll, a constatacéo de que a
enzima Kpnl ndo promoveu a digestdo do produto amplificado
pelo PCR é uma comprovacao de que o fitoplasma encontrado em
plantas de maga cultivadas no Brasil pertence ao grupo 16Sr 111 e
ndo ao grupo 16Srl, de acordo com os padrdes adotados para
classificagdo de fitoplasmas (16).

O presente trabalho resultou na identificagdo molecular de um
fitoplasmado grupo 16Srl11 associado ao lenho mole damacieirano
Brasil e complementou as evidénciasrel atadas em outras pesquisas de
gue estadoencadamacieiraédeetiologiainfecciosa
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