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Introducéo

A doenca conhecida como couro-de-sapo da mand@assa/a Frog Skin Disease - CFSD) foi
relatada pela primeira vez na Colémbia em 1971BNwil, essa doenca foi constatada no Amazona4, Par
Bahia e recentemente Rio de Janeiro. A etiologia@ao-de-sapo sempre foi atribuida a um virus da
familia Reoviridae (dsRNA) CFSD, porém Alvarez et al. (2009) idenéf@am na Coldmbia um fitoplasma
pertencente ao grupo lll relacionado a essa do&wutacondi¢cbes favoraveis a CFSD promove a reddgao
rendimento de raizes tuberosas podendo atingitQfi¢o e no teor de amido acima de 50% (Alvarez.get al
2009). Os seus sintomas caracteristicos depreciaaoo comercial da mandioca por deixar as raipes c
aspecto enrugado, com depressdes na casca em derfgulcos” ou “ldbios” que quando coalescem
formam um padré&o do tipo “favo de mel”, além doresgamento da pelicula (casca), que passa a aresen
um aspecto corticoso e de dificil desprendimerdgnteecasca com tonalidade opaca.

Medidas de controle que visem o entendimento dgoommento, distribuicéo e etiologia do couro-
de-sapo sdo necessarias, porém incipientes nd.Byasie contexto, o presente trabalho teve o objelivo

identificar e caracterizar o fitoplasma associasloc@uro-de-sapo em plantas sintomaticas.

Material e Métodos

Material vegetal: Vinte amostras foram coletadas em diferentes gm®tde mandioca apresentando
sintomas de couro-de-sapo (CFSD). Os materiaidactie e analisados foram constituidos de raspas do
cambio vascular das hastes de acessos pertenaenBzmnco Ativo de Germoplasma de Mandioca (BAG-
Mandioca) da Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPM®& material coletado foi identificado e
armazenado em ultrafreezer -80°C por dois mesessaé uso.

Extracdo do DNA total: A extracdo do DNA total em que pode ser enconta@iNA do fitoplasma foi
obtida a partir de 200 mg de tecido do cambio Vasalas plantas com sintomas de CFSD. O método de
extracao utilizado foi de acordo com Dellarpotale{1983).

Deteccdo molecular por PCR:Apds a quantificagdo do DNA extraido, foram resdas as reacgdes de
Nested-PCR. Para a reagéo utilizou-se o primeira@aniciadores externos P1/P7 (Deng and Hirud®11

Schneideet al., 1995), e, posteriormente, o segundo par deahaeces interno R16F2n/R2 (Gundersen and



Lee, 1996)R16R2/ R16F2. ApoOs a reacdo da PCR oeasie o diagnéstico molecular dos fragmentos
amplificados com tamanhos de 800pb em gel de agard8o. Os fragmentos amplificados foram excisados
do gel de agarose e purificados no Kit de purificg@FX (Amersham Biosciences/GE Healthcare) seguindo
o protocolo do fabricante.

Sequenciamento e caracterizacdo molecula®s fragmentos purificados foram sequenciadosqrajaresa
Macrogen (Coréia do Sul) cujos resultados foratizatios para a caracterizagdo molecuteasilico. Para a
caracterizacdo dos produtos sequenciados foraimadtis os programas SeqAssem e MEGA 5.1, além do

uso da ferramenta do BLAST presente no banco desdghémicos do NCBI.

Resultados e Discussao

Nos testes de deteccdo por Nested-PCR apenas mé@stras apresentaram amplificacdo dos
fragmentos esperados (BGM1212, BGM1526, BGM880R3. r@sultados do sequenciamento destas
amostras foi utilizado para a caracterizaigéslico, e montagem das sequéncias consensos de cada acess
positivo obtido na detecgdo molecular. Apdés mordaas sequéncias realizou-se um Blast (GenBank), e
verificou-se que dos trés fragmentos obtidos nepewivos acessos, BGM1212, BGM1526, BGM880R,
apenas dois acessos (BGM1212 e BGM1516) apresentdemtidade de 99% com o0 gene 16S rRNA de
fitoplasma de mandioca (EU346761 e AY737647), diespor Alvarez et al. (2009) infectando mandioaa n
Colémbia. Em relacdo ao fragmento amplificado aisegiado a partir da amostra BGM880R, andlises de
caracterizacdo revelaram que a sequéncia obtidaca&espondia a um fragmento de fitoplasma de
mandioca. Este apresentou uma alta similaridade RBbiA de bactérias endofiticas. Os dois fragmentos
caracterizados foram depositados no GenBank (NO1BEB4 e KF019185) e uma arvore filogenética foi
construida com os acessos de mandioca obtidos Idakia e acessos de outras espécies depositadas no
banco de dados (Figura 1). Os resultados revelag@nas duas sequéncias obtidas oriundas do BAG-
Mandioca foram agrupadas no mesmo ramo que odi#am encontrado na Coldmbia associado ao CFSD,
sendo este do grupo 16Srlll, subgrupo 16Srlll-Linfportante destacar que, este estudo € o primeiro a
relatar um fitoplasma associado ao couro-de-sapoatalioca no Brasil. Desse modo, diversas evidéncia
experimentais sugerem que o fitoplasma pode desgrapeéambém um importante papel na etiologia da
CFSD, antes atribuida apenas &bus da familia Reoviridae. As evidéncias encontradas abrem
possibilidades para melhor compreenséo da din&epicemioldgica dessa doenga, ecologia do fitoplasma
sua interacdo com o hospedeiro e ao virus assoai@dsa doenca. Novos estudos seréo realizadoa com
finalidade de verificar se a doenca é causadamparamplexo (Virus — Fitoplasma) ou apenas a presdec
um desses patdégenos € suficiente para desencadeamtomas da CFSD. Além das perspectivas
apresentadas, esse trabalho pretende desenvolvekitudiagndstico especifico para a deteccdo dos

fitoplasmas prevalentes no Brasil que infectamedailes de mandioca.
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Figura 1. Arvore filogenética gerada pelo método de Maxima MWfessimilhanca a partir da sequéncia
parcial do gene 16S rRNAValores de bootstrap sdo mostrados na base dos fauincipais. Nimeros de
acesso do GenBank estao indicados anterior aiegp@ditoplasma. Os tamanhos de ramos séo indicado

pela barra horizontal, correspondente a 0.001 fuo@anca de base a cada 1000 nucleotideos).

Conclusodes

Resultados preliminares por meio da técnica deede3CR do genel6S rRNA indicam que acessos
de germoplasma com sintomas tipicos do couro de dapmandioca estdo associados a presenca de

fitoplasma pertencentes ao grupo 16Srlll e subgtupo
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