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ANALISE DE RFLP EM ISOLADOS DE Spiroplasma kunkelii UTILIZANDO GENE DA
ESPIRALINA COMO SONDA
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O enfezamento palido (Corn stunt disease), causado por Spiroplasma kunkelii € uma importante
doenga do milho e sua incidéncia tem aumentado significativamente no Brasil, com expressivos
danos econémicos. O espiroplasma pertence a classe Mollicutes, caracterizando-se pela auséncia
de parede celular, forma helicoidal e motilidade, e apresenta genoma de tamanho reduzido e baixo
conteudo de G+C. A forma helicoidal do espiroplasma esta relacionada com a espiralina, sua principal
proteina de membrana. Com o objetivo de verificar a existéncia de polimorfismo de restricdo no gene
da espiralina e em suas regides flanqueadoras, realizou-se analise de RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism), em quatro isolados de espiroplasma mantidos em planta e provenientes das
regides de Dourados-MS, ltumbiara-GO, Sete Lagoas-MG e Uberlandia-MG. Para a obtengédo da
sonda de RFLP, o DNA dessas plantas infectadas foi submetido a um PCR com os primers CSSRs e
CSSF,, especificos para detecgdo de espiroplasma, os quais amplificaram um fragmento de 500 pb
do gene da espiralina. Esse fragmento foi isolado de gel de agarose, utilizando-se QlAquick Gel
Extraction Kit, posteriormente foi clonado, sequenciado e marcado para ser utilizado como sonda. O
DNA gendmico das plantas de milho infectadas com isolados de espiroplasma, confirmado por PCR
com os primers especificos e por andlise de sintomas tipicos na planta, foi digerido com cinco
enzimas de restricdo — BamHlI, Dral, Hinfl, Msel e Xmnl, e os fragmentos gerados foram separados
em gel de agarose 0,8%. Posteriormente esses fragmentos foram transferidos para membrana de
nylon. A membrana contendo os fragmentos de DNA foi, entdo, hibridizada com a sonda, e verificow
se que para cada uma das enzimas testadas, o padrdo de restricdo foi o mesmo para os diferentes
isolados, demonstrando que tanto para o gene da espiralina quanto para as suas regides
flanqueadoras, ndo houve diferenga no polimorfismo de comprimento dos fragmentos gerados. Isto
é, nao foi possivel detectar variabilidade genética, o que estd de acordo com a literatura, onde a

analise da sequéncia de nucleotideos do gene da espiralina de S. kunkelii tem sugerido que esta é
conservada.
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