Variabilidade genética de fitoplasma em populacdes de milho
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INTRODUCAO

A expansdo da cultura do milho em meados da década de 80, para épocas ndo tradicionais de
cultivo, ocasionou um aumento na incidéncia de doencas. Dentre estas, o enfezamento
vermelho, que tem ocorrido de forma freqiiente, comprometendo a produgdo de graos. Os
sintomas mais caracteristicos dessa doenga sdo o avermelhamento foliar acompanhado pela
redugdo na altura da planta, perfilhamento basal e axilar, espigas extranumerarias e colmos
afinados. No milho, essa doenga ¢ causada pelo fitoplasma, o qual coloniza o floema da
planta, sendo a cigarrinha, Daulbulus maidis, o inseto vetor desse fitopatdgeno. Até o
momento, ndo foi desenvolvido um meio de cultura para o cultivo in vitro do fitoplasma, o
que dificulta o estudo deste microorganismo. Tradicionalmente, doengas causadas por
fitoplasma tém sido identificadas através dos sintomas induzidos na planta hospedeira. A
utilizagdo de técnicas da biologia molecular tem contribuido para a identificagdo e
classificagdo preliminares de fitoplasma. Dessa forma, varios destes tém atingido a posicao de
Candidatus status (Lee et al., 2000; IRPCM 2004), o que indica um estado taxondmico
provisorio em nivel de espécie (Seemuller et al., 2002). Pouco se conhece sobre os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento de sintomas na planta hospedeira. Entretanto,
por meio de diferentes técnicas da biologia molecular, organismos ndo cultivaveis tém sido
seqiienciados (Liefting e Kirkpatrick, 2003; Melamed et al., 2003; Garcia-Chapa et al., 2004).
Em 2004 (Oshima et al, 2004) e em 2005 (http://www.oardc.ohio-
state.edu/phytoplasma/genome.htm) foram publicados os dois primeiros sequenciamentos de
genomas completos de fitoplasmas. Esses resultados impulsionaram um grande avango sobre
os requerimentos nutricionais ¢ a filogenia desse microorganismo. Através da técnica de PCR,
empregando-se primers especificos, tem sido possivel detectar uma grande variedade de
fitoplasmas (Davis e Prince, 1994; Goodwin et al., 1994). O desenvolvimento de cultivares de
milho resistentes ao enfezamento vermelho ¢ a forma mais eficaz de controle da doenca. E o
conhecimento da variabilidade genética do patdégeno € importante em um programa de
melhoramento na selegdo de gendtipos resistentes. Os objetivos deste trabalho foram
caracterizar molecularmente e avaliar a diversidade genética de fitoplasmas do milho, do
Brasil e da Argentina, utilizando-se os primers universais P3 e P7.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras e extracdo de DNA

Folhas de milho com sintomas de enfezamento vermelho foram coletadas de 10
plantas de diferentes regides produtoras de milho: Sete Lagoas-MG e Capao Bonito-SP
(CB157 e CB158) no Brasil e Villa del Rosario-Cordoba (VRC7282), Chaco (Chaco6829),
Tucuman (Tucuman6851; Tucuman9462; Tucuman6677; Tucuman6843) e Villa Trinidad-
Santa Fé¢ (VTSF7082) na Argentina. As folhas foram imersas em nitrogénio liquido e




posteriormente armazenadas a -80°C. O DNA total das folhas sintomaticas foi extraido
segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1991).

Reagdo de PCR

O par de primers universais P3 (5-GGATGGATCACCTCCTT-3’) e P7 (5'-
CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’), descrito por Schneider et al., 1995 foram utilizados para
amplificar a seqiiéncia parcial do gene 16S rRNA, o espacador intergénico 16S-23S, do gene
do tRNA-Ile e a seqiiéncia parcial do gene 23S rRNA (Figura 1). O volume final, 50 uL, da
reacdo de amplificacdo continha 20 mM Tris-HCIL; 50 mM KCI; 2 mM MgCl,; 0,1 mM de
cada ANTP; 1 U de Tag DNA polimerase e 50 ng DNA. As amostras foram amplificadas no
termocilador PTC-200 (MJ Research, USA), programado para 94° C por 1 min, seguido de 40
ciclos (94°C, 1 min; 50°C, 1 min, 72°C, 1 min 30 s) e uma extensao final de 7 min a 72°C. Os
produtos da amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1.5% usando
tampao TAE (40 mM Tris-Acetato, 1| mM EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com
brometo de etideo (0,5 pg mL™") e os fragmentos visualizados sob luz ultra-violeta e as
imagens capturadas em um sistema de fotodocumentagao (Eagle Eye II, Stratagene, USA).
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Figura 1 — Diagrama representando o operon rDNA incluindo o 16S e 23S rDNA e a regido
intergénica. As setas indicam a posi¢ao dos primers P3 e P7 (modificado de Smart et al.,
1996).

Seqiienciamento do DNA

Os produtos da amplificacdo por PCR foram eluidos do gel de agarose e purificados
utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction kit de acordo com a recomendacao do fabricante
(Qiagen, Alemanha). Os fragmentos purificados foram clonados no vetor TOPO TA
(Invitrogen, Brasil) e utilizados para transformar células de Escherichia coli competentes.
Foram feitas as extragdes de plasmideos de 8 colonias de cada transformagdo contendo
insertos que foram seqiienciados utilizando os primers P1 e P7 e o kit Big Dye Terminator v.
3.1 (Applied Biosystems). O sequenciamento automatico das amostras foi realizado no ABI
Prism 3100 (Applied Biosystems, USA).

Analise das seqiiéncias de DNA

As seqiiéncias foram editadas retirando-se as regides do vetor, comparacdes foram realizadas
entre as seqiiéncias de uma mesma amostra e entre amostras. Estas comparag¢des foram
realizadas empregando-se o programa Clustal W (www.ebi.ac.uk/clustalw/) e o método da
média aritmética entre pares ndo ponderados (UPGMA) utilizando o programa Mega 3.1




(www.megasoftware.net/). Para a obtengdo da fita consenso de cada localidade foi utilizado o
programa SeqMan 3.57 (E.I. DuPont Demours & Co).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificacdo da regido intergénica 16S-23S do rDNA, com os primers P3 e P7,
resultou em um fragmento de 321 pares de bases (pb) de cada um dos isolados analisados
(Figura 2). Para a caracterizagdo molecular da diversidade genética dos fitoplasmas,
provenientes de amostras de milho de um mesmo local e de diferentes regides do Brasil e da
Argentina, os fragmentos amplificados foram clonados e seqiienciados. Foram obtidas 80

seqiiéncias de DNA correspondendo a 8 clones de cada uma das 10 diferentes localidades de
coleta de folhas de milho com sintomas de enfezamento.
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Figura 2 — Gel de agarose 1,5% contendo os fragmentos de DNA amplificados por PCR
utilizando os primers P3 e P7 da regido intergénica 16S e 23S rDNA de fitoplasma de 10

amostras de plantas contendo sintomas de fitoplasma de diferentes localidades. M =
marcador 100 pb.

As seqiiéncias, de uma mesma amostra de um mesmo local, foram agrupadas para a obtengao
da fita consenso (Figura 3). Considerando-se todas as amostras, dentre os 321 nucleotideos
da seqliéncia amplificada, em apenas trés posi¢des detectou-se alguma diferenga.
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Figura 3 — Seqiiéncias consenso da regido intergénica 16S-23S do rDNA de isolados de
Fitoplasma de 10 localidades diferentes do Brasil e da Argentina mostrando apenas as
diferencas. Y =C ou T (pirimidina), S= G ou C



Considerando-se as oito seqiiéncias obtidas, de uma mesma amostra de um mesmo
local, verificou-se que existe uma variabilidade genética, entretanto, muito pequena (Tabela
1). As maiores distancias foram dentro da amostra de Capao Bonito157 (Brasil), variando de
0,0320 a 0,04613 enquanto que as menores distdncias foram apresentadas pela amostra de
Tucuman6677 (Argentina), variando de 0,000 a 0,00313. Os resultados da Figura 1 e Tabela
3 demonstram que as seqiiéncias de fitoplasma de regides do Brasil e da Argentina sdo muito
semelhantes. Em um trabalho semelhante utilizando os primers R16R2 e R16F2 que amplifica
uma regido dentro do gene 16S, Gomes et al, (2004) verificaram uma menor variabilidade das
seqiiéncias entre isolados de diferentes regides do Brasil confirmando a alta conservagao
dentro da regido 16S. A utilizagdo dos primers P3 e P7, que amplificam a regido intergénica
16S e 23S, tem mostrado trazer maior informacgao das estirpes utilizadas. Nesse trabalho foi
demonstradas diferen¢as dentro da mesma localidade assim como entre localidades ¢ também
foi verificado (dados ndo mostrados) de que ndo existe relagdo entre distribui¢do geografica e
a diversidade dos isolados.

Tabela 1 — Distancia genética das seqiiéncias de uma mesma amostra de um mesmo local.

Amostra Menor distancia genética Maior distancia genética
Sete Lagoas 0.0000 0.01906
Capao Bonito157 0.0320 0.04613
Capao Bonito158 0.0063 0.02229
Tucuman6851 0.0038 0.02721
Tucuman9462 0.0000 0.00314
VTS7982 0.0000 0.00314
VRC7282 0.0037 0.01870
Chaco6829 0.0000 0.00911
Tucuman6677 0.0000 0.00313
Tucuman6843 0.0000 0.00651
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