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INTRODUCAO

O enfezamento palido do milho, causado por Spiroplasma kunkelii ¢ uma doenga
severa que provoca grandes danos a cultura e tem afetado areas de plantio do milho em
diversas regides do Brasil (Oliveira et al., 2003). Para o controle do enfezamento palido, o
método mais eficaz é a utilizagdo de cultivares de milho resistentes. Para desenvolver uma
cultivar resistente sdo necessdrias diversas acdes, entre as quais a obtencdo de informagdes
acerca do patdégeno, incluindo informagdes sobre a variabilidade genética (Souza et al., 2004).

Marcadores moleculares sdo ferramentas poderosas em estudos de variabilidade
genética, pois permitem uma ampla cobertura do genoma do organismo em estudo, gerando
um grande numero de informagdes. O AFLP (Admplified Fragment Lenght Polymorphism ou
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) é uma técnica eficaz para
analise de diversidade genética, pois gera um grande numero de informagdes e ¢ muito precisa
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Gracas a essas caracteristicas, tem sido amplamente utilizada
em estudos envolvendo organismos com genomas muito diferentes em complexidade, como
humanos, plantas, fungos e bactérias (Bensch e Akesson, 2005).

Este trabalho teve, como objetivo, avaliar a diversidade genética de isolados
geograficos de espiroplasma utilizando marcadores moleculares do tipo AFLP.

MATERIAL E METODOS

Foram extraidos DNAs de quatro isolados de espiroplasma, identificados pelas letras
D, I, S e U, obtidos nas localidades de Dourados, Itumbiara, Sete Lagoas e Uberlandia,
respectivamente. Foram utilizados trés cultivos in vitro de isolados por regido, perfazendo um
total de 12 amostras. O DNA foi extraido de acordo com protocolo proposto por Carneiro et
al. (2003). Para a confirmacdo de que o DNA extraido dos meios de cultura era de
espiroplasma, realizou-se o teste de PCR para deteccao do mesmo (Barros et al., 2001).

Etapas da técnica de AFLP, empregando-se os kits e protocolos da Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA): Etapa 1: As amostras de DNA gendmico foram diluidas para a
concentracdo de 25 ng/ul e submetidas as enzimas de restricdo EcoRI e Msel. Etapa 2:
Ligacdo dos adaptadores e diluicdo das amostras na propor¢ao de 1:10. Etapa 3: Pré-
amplificagdo utilizando-se o par de primers E-0 e M-0. Apods a amplificagdo as amostras
foram diluidas na proporcao de 1:50. Etapa 4: reagdo de amplificacdo seletiva com a
utilizagdo de pares de primers. Etapa 5: Eletroforese em gel de poliacrilamida e coloragdo do
gel com solugao de prata de acordo com o protocolo de Creste et al. (2001).

A anélise dos marcadores AFLP foi feita com base em matriz de dados binarios, € a
estimativa de similaridade genética entre cada par de isolados de espiroplasma foi
determinada pelo coeficiente de Jaccard. As estimativas de similaridades genéticas foram



obtidas com a utilizacdo do programa NTSyspc 2.02k (Rohlf, 1998) empregando-se o método
da média aritmética entre pares ndo ponderados (UPGMA). O indice de eficiéncia da técnica
de AFLP (ETarrp) foi calculado conforme Pejic et al. (1998) utilizando-se o programa
GQMol (Cruz & Schuster, 2004). A distancia genética de Nei e identidade de Nei, foram
estimadas pelo programa PopGene versao 1.31 (Yeh, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA extraido dos diferentes isolados apresentou boa qualidade e concentragdes
adequadas para a técnica de AFLP. O resultado do PCR multiplex mostrou que os materiais
foram positivos para espiroplasma, através da amplificacdo do gene da espiralina (Figura 1).
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FIGURA 1. Resultado do teste de PCR multiplex para detec¢do do gene da espiralina em DNAs
extraidos dos meios de cultivo de espiroplasma. M = Marcador molecula; D = Dourados; I =
[tumbiara; S = Sete Lagoas; U = Uberlandia; CN = Controle Negativo; CS = Planta Sadia; CE =
Controle Espiroplasma (0,5 Kb); CF = Controle Fitoplasma (1,2 Kb). Numeros diferentes indicam
DNAs de diferentes isolados provenientes de uma mesma regido.

Foram obtidos 448 alelos polimorficos com as 10 combinagdes de primers utilizadas.
Na Tabela 1 estdo representadas as combinagdes de primers, a amplitude em pares de bases
(pb) dos fragmentos obtidos e o nimero de fragmentos polimorficos para cada conjunto de
primers. A porcentagem de bandas polimorficas foi relativamente baixa, na ordem de 26,6%.
Algumas combinagdes de primers mostraram-se mais eficientes na deteccao de polimorfismo,
como o caso de EcoRI-G + Msel-A e EcoRI-C + Msel-C, que apresentaram, respectivamente,
44,7% e 37,1% de bandas polimorficas.

No dendrograma apresentado na Figura 2 verifica-se que a menor similaridade
genética, 0,83, ocorre entre os isolados de Uberlandia e o grupo formado pelos isolados de
Dourados, Itumbiara e Sete Lagoas, isto representa uma distdncia genética de apenas 0,15
entre estes grupos. Os isolados de Itumbiara e de Sete Lagoas formam um grupo com
similaridade genética de 0,96 e entre este grupo e os isolados de Dourados a similaridade ¢ de
0,93.



TABELA 1. Combinagdes de primers utilizados na técnica de AFLP, ntimero total de
fragmentos e nlimero de fragmentos polimorficos encontrados.

Combinacio de primers Amplitude alélica (pb) N°. de fragmentos
Total Polim. %
EcoRI-A + Msel- A 151 - 467 19 6 31,6
EcoRI-A + Msel- C 81 -486 28 8 28,6
EcoRI-C + Msel- A 56 - 486 74 17 23,0
EcoRI-C + Msel- C 84 - 479 62 23 37,1
EcoRI-C + Msel- G 133 - 482 35 3 8,6
EcoRI-C + Msel- T 75 -442 51 15 29,4
EcoR1-G + Msel- 0 96 - 490 62 21 33,9
EcoRI-G + Msel- A 119 - 496 47 21 44,7
EcoRI-G + Msel- C 120 - 475 55 5 9,1
EcoRI-G + Msel- G 152 - 436 15 0 0
Total 56 - 496 448 119
Média 106,7 —473,9 44.8 11,9 26,6
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FIGURA 2: Dendrograma das similaridades genéticas entre isolados geograficos de S.
kunkelii utilizando o método de agrupamento UPGMA. D = Dourados; I = Itumbiara; S =
Sete Lagoas; U = Uberlandia.

O resultado da estimativa do indice de eficiéncia da técnica de AFLP esta representado
na Figura 3. Essa estimativa foi obtida por meio de simulagdes utilizando matrizes de
distancia calculadas pelo indice de Jaccard, com base em um numero crescente de marcadores
AFLP, para determinar a confiabilidade e a precisdo do agrupamento produzido (Pejic et al.,
1998). O resultado da simulagdo mostra que, a partir de 46 bandas polimorficas, a correlagao
foi superior a 0,90 e o desvio padrao foi inferior a 0,10. Esses resultados indicam que 46
bandas polimérficas ¢ um numero 6timo para discriminar a variabilidade genética entre os
isolados de espiroplasma.
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FIGURA 3. Desvio padrao da matriz de similaridade obtido por simula¢des de niimero de
marcadores AFLP para os isolados de espiroplasma.

Os resultados da identidade genética de Nei e a distdncia genética de Nei encontram-se
na Tabela 2. Os valores de identidade genética de Nei (I) variaram de 0,9272 a 0,9727,
respectivamente, entre os isolados de Itumbiara e de Uberlandia e os isolados de Dourados e
de Itumbiara. Os valores para distdncia genética de Nei (D) foram de 0,0277 a 0,0756,
respectivamente para os isolados de Dourados e de Itumbiara e os isolados de Itumbiara e de
Uberlandia. A identidade de Nei encontrada para cada par de isolados foi semelhante para
todos, em média 0,95. Uma vez que esse indice varia de 0 a 1, esse resultado indica que os
isolados de espiroplasma possuem freqiiéncias alélicas muito semelhantes. A distancia
genética de Nei (D) foi, em média, de 0.05 (Tabela 2), o que indica 5 substituigdes, em
média, a cada 100 marcadores. Esse resultado confirma a semelhanca nas freqiiéncias alélicas
dos isolados. Oliveira (2000) relatou que sete populagdes de cigarrinhas D. maidis coletadas
na regido Centro-Sul do Brasil, apresentaram indice de similaridade superior a 0,7, sugerindo
a existéncia de intenso fluxo gé€nico entre estas populagdes, mediado pela capacidade dessa
espécie de migrar a longas distdncias. Uma vez que existe a interagdo entre o vetor € o
patogeno, € provavel que a homogeneidade entre populagdes de cigarrinha esteja contribuindo
para manter uma menor variabilidade genética entre isolados de espiroplasma.

TABELA 2. Identidade genética de Nei e distdncia genética de Nei para os isolados de
espiroplasma. D = Dourados; I = Itumbiara; S = Sete Lagoas; U = Uberlandia.

Isolados D | S U
D - 0,9727 0,9642 0,9278
I 0,0277 -- 09717 0,9272
S 0,0365 0,0287 -- 0,9379
U 0,0749 0,0756 0,0641 --

* ]dentidade genética de Nei: acima da diagonal
* Distancia genética de Nei: abaixo da diagonal
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