Deteccao de Molicutes de Milho Por Testes Seroldgicos

XXIV Congresso Nacional de Milho e Sorgo - 01 a 05 de setembro de 2002 - Florianépolis - SC

Antonio A. C. Purcinoi, Anne C. Pintoz, Isabel R. P. De Souzai, Charles M. Oliveiras e
Elizabeth Oliveirail

1Embrapa Milho e Sorgo, Caixa Postal 151, 35.701-970 Sete Lagoas, MG,
corsetti @cnpms.embrapa.br, 2Bolsista BAP FAPEMIG, 3Bolsista Recém-doutor CNPq

Palavras-chave: enfezamentos, Zea mays, antissoro

A classe Mollicutes inclui dois patégenos do milho: Spiroplasma kunkelii e fitoplasma, que
causam as doencas Enfezamentos Pélido ("Corn stunt spiroplasma") e Vermelho ("Maize bushy
stunt phytoplasma"), respectivamente. Estes patégenos sdo procariontes sem parede celular e
multiplicam-se no floema das plantas de milho sendo transmitidos por cigarrinhas. No Brasil, a
cigarrinha Dalbulus maidis € o vetor destes molicutes (Oliveira et al 2002a). Algumas vezes, a
infeccdo de plantas de milho por espiroplasma e por fitoplasma pode determinar a expressao de
sintomas tao tipicos que a exata identificacao destes patégenos pode ser feita com base apenas
nestes sintomas. Entretanto, em geral, a manifestacio destes sintomas € muito variavel, podendo
ser influenciada pela cultivar de milho, pela idade em que a planta foi infectada e pelas
condi¢des ambientais. Estes fatores dificultam muito a realiza¢do do diagndstico e,
principalmente, a identificagao de qual destes patégenos estd presente na planta. Além disto,
algumas vezes, a planta doente pode estar infectada simultaneamente por fitoplasma e por
espiroplasma (Oliveira et al. 2002b). Para a identificacdo destes molicutes em milho pode-se
recorrer a técnicas laboriosas da microscopia 6tica e eletronica ou mais recentemente, aos testes
da reagao em cadeia da polimerase (PCR) (Barros et al. 2000). Especificamente, para a
identificacdo do espiroplasma, t€m sido utilizados alguns testes sorol6gicos como o teste da
deformacio e o teste ELISA (Eden-Green, 1982). O espiroplasma pode ser multiplicado em
cultura axénica, o que facilita a obten¢ao de antigeno para produgdo de anticorpos para sua
deteccao por testes soroldgicos (Lee & Davis, 1984). Contudo, nao t€m sido encontrados na
literatura relatos sobre a producdo de anticorpos para deteccao do fitoplasma do milho, o que
provavelmente se deve, em parte, a impossibilidade, até o momento, de multiplicacdo deste
microorganismo em cultura axénica (Lee et al. 1998). Os métodos sorolégicos podem ser muitas
vezes vantajosos em relacdo aos métodos moleculares baseados na andlise de DNA como o teste
de PCR devido, principalmente, ao seu menor custo, facilidade de execugdo, e possibilidade de
andlise de grande nimero de amostras. Anticorpos com titulo e especificidade adequados sdo
requeridos em testes imunoldgicos para obtengao de resultados consistentes e interpretaveis.
Rotineiramente, anticorpos policlonais t€ém sido utilizados para detec¢do de virus e bactérias em
plantas. Estes podem ser obtidos pela imunizacao de coelhos com inje¢des do antigeno em
emulsdao em adjuvante de Freund, e posteriormente purificados do soro sangiiineo do animal. O
antissoro policlonal resulta de uma resposta imune generalizada e pode reagir com diferentes
determinantes imunogénicos, sendo isto vantajoso quando a populaciao do patégeno a ser
detectado € potencialmente varidvel. Neste caso, embora alguns anticorpos individuais na



populacdo possam apresentar baixa afinidade pelo antigeno, a reatividade do antissoro como um
todo, ndo € afetada. Os testes de deteccio de patégenos de plantas podem ser requeridos, por
exemplo, para a realizacdo de diagndsticos precisos das doencas que causam, em estudos de
resisténcia genética e de epidemiologia e, sdo essenciais ao desenvolvimento de estratégias de
controle das doencas vegetais. Portanto, os objetivos deste trabalho foram produzir e testar um
antissoro especifico contra fitoplasma e testar um antissoro contra espiroplasma desenvolvido
pela "Pioneer Hi Breed International".

Material e Métodos
Para purificagdo do fitoplasma e produgdo de seu antissoro policlonal em coelho,
utilizou-se uma planta infectada por este microorganismo. Inicialmente, foi identificada
no campo uma planta de milho infectada apenas por fitoplasma. Esta identificacao foi
feita primeiro com base nos sintomas de Enfezamento Vermelho apresentados pela
planta, e em seguida pela confirmacdo de infeccdo apenas por fitoplasma, através do
teste de PCR multiplex. Neste PCR foram utilizados os iniciadores: CSSF2: 5'-GGC
AAA AGA TGT AAC AAA AGT-3'e CSSR6: 5'-GTT TAC TTC AAC AGT AGT
TGC G-3' para deteccao de espiroplasma (Barros et al. 2001) e R16F2: 5'-ACG ACT
GCT GCT AAG ACT GG-3'e R16R2: 5'-TGA CGG GCG GTG GTA CAA ACC
CCG-3", para deteccao de fitoplasma, e condi¢des de reacdo descritas por Lee et al.
(1993). O DNA foi extraido de uma amostra da folha bandeira coletada nesta planta. O
roteiro de purificacio do fitoplasma seguiu basicamente o protocolo proposto por Clark
(1992). Este protocolo envolve passos de precipitacdo de proteinas, reacio cruzada com
antissoro anti-planta, filtracdo em coluna de proteina A e ultracentrifugagdo. O
fitoplasma obtido foi entdo utilizado para imunizagdo de coelho conforme o protocolo de
Dunbar e Schwoebel (1990).

Resultados

A andlise por SDS-PAGE do fitoplasma obtido apresentou uma proteina de aproximadamente
84 kDa, sugerindo que o fitoplasma foi purificado sem rompimento de sua membrana celular
(Figura 1, canaletas 1 e 2). A presenca de duas proteinas menos intensas, uma com massa
molecular préxima de 209 kDa e outra com massa maior que 84 kDa, provavelmente indicam a
presenca de uma pequena contaminacao do fitoplasma com proteinas de origem vegetal.
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Figura 1. SDS-PAGE de fitoplasma purificado de tecido foliar de milho segundo o



protocolo descrito por Clark et al. (1992). Canaletas 1 e 2 carregadas com fitoplasma,
MM marcadores de massa molecular conhecida.

Observa-se na figura 2 o padrdo de bandas produzidos por este antissoro em plantas sadias,
em plantas infectadas com fitoplasma e em plantas infectadas por espiroplasma. Estas
proteinas foram separadas por SDS-PAGE, eletrotransferidas para membrana de PVDF e a
seguir sondadas com o antissoro contra fitoplasma (Western blot).
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Figura 2. Padrao de proteinas produzido pelo antissoro da quarta sangria do coelho inoculado
com fitoplasma. Canaletas 1 e 8 — planta sadia, canaletas 2, 4 e 6 — plantas infectadas com
espiroplasma, canaleta 3, 5 e 7 — plantas infectadas com fitoplasma

Verifica-se na figura 2, que este antissoro apresenta algumas proteinas monomorficas para
plantas sadias, infectadas por fitoplasma e infectadas por espiroplasma. Isto sugere que estas
proteinas monomorficas foram reconhecidas por anticorpos gerados contra proteinas de plantas
que ainda contaminavam o extrato contendo fitoplasma que foi injetado no coelho. Entretanto,
pode-se observar que este antissoro também reconhece pelo menos sete proteinas (setas 1 a 7 na
canaleta 3) capazes de identificar plantas infectadas pelo fitoplasma, ja que estas proteinas nao
estdo presentes nos extratos protéicos das plantas sadias ou das plantas infectadas pelo
espiroplasma. Na canaleta 1, as setas 9 e 10 indicam proteinas presentes nas plantas sadias mas
que desaparecem nas plantas infectadas com fitoplasma. Ainda nesta canaleta, a seta 8 indica
uma proteina monomorfica, que aparece tanto nas plantas sadias quanto naquelas infectadas por



fitoplasma ou espiroplasma. Para avaliacdo do antissoro contra espiroplasma conduziu-se
experimentos tipo SDS-PAGE/Western Blot visando determinar a capacidade deste antissoro
em reconhecer plantas infectadas por espiroplasma e averiguar se 0 mesmo mostrava alguma
reacdo cruzada com plantas infectadas com fitoplasma. A Figura 3 € representativa dos
resultados obtidos nestes experimentos.
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Figura 3- Padrao de proteinas produzido pelo antissoro contra espiroplasma quando utilizado
para detec¢do em plantas infectadas por fitoplasma (canaletas 1, 3 e 5) e por espiroplasma
(canaletas 2, 4 e 6) e em plantas sadias (canaletas 7 e §).

Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o antissoro produzido contra fitoplasma
pode reconhecer até 7 proteinas associadas com a infec¢@o por fitoplasma em folhas de milho.
Entretanto, a possivel existéncia de variabilidade genética entre os fitoplasmas, que infectam o
milho no Brasil, dificulta o uso deste antissoro como uma ferramenta pratica na identificacdo de
plantas ou cigarrinhas infectadas. A presenca de uma proteina de aproximadamente 18,5 kDa
parece ser o melhor indicativo da infeccdo por fitoplasma, uma vez que esta, geralmente,
apresenta-se como um sinal bastante forte. Entretanto, como também observado para as demais
proteinas polimorficas, ela pode nao estar presente em plantas que foram consideradas
infectadas pelo teste da reacdo da polimerase em cadeira. Portanto, o seu uso deve ser feito com
cuidado, comparando-se os resultados com os padrdes de proteinas obtidos de plantas
reconhecidamente sadia e infectadas. Em andlises tipo SDS-PAGE/Western blot o antissoro
contra espiroplasma mostrou-se especifico para este molicute e produziu resultados inequivocos
na identificagcdo de plantas infectadas com espiroplasma, reconhecendo uma tinica proteina com
massa molecular aproximada de 28,3 kDa. Observou-se ainda que este antissoro nao produz
reacdo cruzada com plantas infectadas com fitoplasma.
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