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ABSTRACT

Ornamental  hibiscus have been affected by shoot  proliferation
and decline followed by death in several cities in São Paulo State,
especially São Paulo, Campinas and Piracicaba. As the symptoms are
suggestives of those induced by phytoplasmas, the present work aimed
to identify the possible phytoplasma associated with the disease.
Fourteen symptomatic hibiscus were sampled in Piracicaba, submitted
to nested-PCR with the primers P1/Tint-R16F2n/R2 and processed
by transmission electron microscopy. The identification was made
by RFLP analyses with the restriction enzymes BfaI, DraI, HaeII I,
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RESUMO

Plantas de hibisco com superbrotamento e definhamento seguido
de morte têm sido observadas nos municípios de São Paulo, Campinas
e Piracicaba. Como os sintomas são sugestivos daqueles induzidos por
fi toplasmas,  o presente t rabalho buscou identificar  o possível
fitoplasma associado com a doença. Assim, 14 plantas sintomáticas
de hibisco foram coletadas em Piracicaba (SP) e submetidas ao PCR
duplo com os pr imers P1 / Ti nt -R16F2n/ R2  e  ao  exame em
mi cr oscóp i o e l et r ôni co  de  t r ansmi ssão .  A i dent if i cação  fo i
realizada por  anál ise de RFLP com as enzimas de restr ição BfaI ,
DraI ,  HaeI I I ,  HhaI ,  HpaI I ,  MboI ,  MseI ,  RsaI  e TaqI .  Testes de
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t r ansmissão  foram conduzi dos com enxer t ia  de r amos e uso de
Cuscut a sub inc lu sa .  Os r esul tados de  nested-PCR reve la ram a
p r esença  consi st ente  de f i top l asmas em todas a s p l ant as
sintomáticas e foram confirmados pela observação de corpúsculos
p leomórf i cos no f loema , a tr avés da mic ro scop ia  e l et r ônica .  A
análise de RFLP mostrou que o fi toplasma encontrado em hibisco
per t ence  ao grupo 16SrXV, o mesmo grupo do Candidatus
Phytoplasma brasiliense. O fitoplasma foi transmitido de planta doente
para sadia, tanto pela enxertia como pela C. subinclusa, demonstrando
ser o agente do superbrotamento do hibisco.

HhaI, HpaII, MboI, MseI, RsaI, and TaqI.  Transmission assays were
performed by graft ing and Cuscuta subinclusa.  The presence of
phytoplasma was always detected by molecular technique and electron
microscopy in al l  samples.  The RFLP analyses showed that  the
phytoplasma belongs to group 16SrXV, the same group of the
Candidatus  Phytoplasma brasi l iense.  I t  was exper imental ly
transmitted by C. subinclusa to periwinkle and by grafting to hibiscus
in which it reproduced the original symptoms. This indicates that the
studied phytoplasma is the causal agent the disease.

No Brasil, o hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L.) é uma espécie
muito apreciada no paisagismo. O declínio da planta, por vezes seguido
de morte, tem chamado a atenção de leigos, técnicos e pesquisadores,
desde quando a doença foi relatada em São Paulo, na década de setenta
(8). Na época, através de microscopia eletrônica, a doença foi associada
a fitoplasmas. Posteriormente, foi reportada no Estado do Rio de
Janeiro e Distrito Federal (6) e o fitoplasma foi identificado como
representante padrão para o 16SrXV, um novo grupo de classificação
para fitoplasmas, sendo denominado Candidatus Phytoplasma
brasiliense (7). Fora do território brasileiro, há relato da associação de
fitoplasma com esta doença, na Austrália (2).

Na área da grande São Paulo e das regiões de Campinas e
Piracicaba, a doença tem sido observada com freqüência. É comum,
entretanto, a presença de plantas afetadas em logradouros localizados

em áreas fora das cidades mencionadas, mostrando que a doença tem
distribuição ampla no Estado de São Paulo. Uma vez que, por
microscopia eletrônica, a doença já havia sido relacionada a fitoplasma
no Estado de São Paulo, porém não havia sido feita sua identificação,
este trabalho buscou identificar o fitoplasma associado ao
superbrotamento e demonstrar que o mesmo é o agente da doença.

Neste estudo, 14 plantas sintomáticas foram coletadas em
logradouros públicos de Piracicaba  (SP). As plantas exibiam clorose
foliar, superbrotamento de ramos, folhas e flores pequenas, ramos
finos, declínio e morte de ramos ou da planta toda.

Para a detecção molecular de fitoplasma, o DNA foi extraído de
tecido foliar (4) e usado em duplo PCR, com os primers P1/Tint -
R16F2n/R2 (1). DNA de tecido foliar de plantas de hibisco sadias
foram usadas como controle negativo, enquanto DNA de tecido foliar
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de plantas de milho (Zea mays L.) infectadas pelo fitoplasma do
enfezamento vermelho serviram como padrão positivo. Os produtos
de PCR foram digeridos pelas endonucleases: BfaI, DraI, HaeIII,
HhaI, HpaII, MboI, MseI, RsaI e TaqI. Os produtos foram
submetidos à eletroforese, sendo os perfis gerados observados em
transiluminador de luz ultravioleta. Os padrões de restrição obtidos
para o fitoplasma presente nas plantas de hibisco foram comparados
aos padrões descritos na literatura (5; 7).

Para a detecção dos corpúsculos de fitoplasmas, fragmentos de
folhas foram preparados segundo protocolo descrito por Kitajima
& Nome (3) e examinados em microscópio eletrônico de
transmissão, pertencente ao Núcleo de Microscopia da ESALQ/
USP.

Teste de transmissão foi feito por enxertia e através da planta
parasita Cuscuta subinclusa (Durang & Hilg.). No primeiro caso,
ramos de plantas com sintomas foram enxertados em três mudas
sadias de hibisco; no segundo, filamentos de C. subinclusa foram
estabelecidos em uma planta doente de hibisco que posteriormente
colonizaram quatro plantas sadias de vinca (Catharanthus roseus
(L.) G. Don). A transmissão foi avaliada a partir dos 30 dias da
enxertia ou estabelecimento da cuscuta, pelo aparecimento de
sintomas e pela detecção de fitoplasmas através de duplo PCR.

Os resultados revelaram a presença de fitoplasmas em todas as
plantas sintomáticas avaliadas. Fitoplasmas foram detectados pela
amplificação de fragmentos genômicos de 1,2 kb, correspondentes
ao 16S rDNA. Resultados positivos também foram constatados

Figura 1. Análise de RFLP mostrando os padrões de restrição apresentados pelo fitoplasma encontrado em plantas de hibisco afetadas pelo enfezamento.
A digestão enzimática foi feita a partir de fragmentos de DNA de 1,2 kb amplificados em PCR duplo com os pares de primers P1-Tint /F2n-R2. Coluna
M= marcador de massa molecular PhiX 174RF HaeIII; Coluna 1- padrão representado pelo fitoplasma do enfezamento do milho; Colunas 2 a 5- padrões
apresentados pelo fitoplasma presente em amostras de plantas sintomáticas de hibisco coletadas em Piracicaba (SP).

Figura 2. Corpúsculos pleomórficos e arredondados (setas) de fitoplasmas presentes nos vasos de floema de planta de hibisco com sintomas de
superbrotamento.
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para o DNA obtido de plantas de milho usadas como padrão. No
entanto, nenhuma amplificação ocorreu para DNA extraído de
plantas sadias de hibisco, que serviram como padrão negativo (dados
não mostrados).

A análise de RFLP mostrou que os padrões de restrição gerados
pelas diversas enzimas foram idênticos entre si, para o fitoplasma
encontrado nas plantas de hibisco. Por esta razão, foram escolhidos
produtos de PCR amplificados a partir de DNA extraído de quatro
plantas sintomáticas para representar o fitoplama encontrado nas
amostras de hibisco (Figura 1). Os padrões de restrição revelados
pelo fitoplasma do hibisco também foram idênticos àqueles relatados
na literatura para o fitoplasma representante do grupo 16SrXV (5;
7).

 Observações ao microscópio eletrônico evidenciaram a
ocorrência de corpúsculos pleomórficos de fitoplasmas no floema
das plantas afetadas (Figura 2A e B), confirmando a detecção por
duplo PCR. Estes corpúsculos não foram visualizados em tecidos
de plantas sadias.

A transmissão do fitoplasma foi constatada em todas as plantas
sadias de hibisco enxertadas que apresentaram sintomas da doença.
Através do uso de C. subinclusa, o fitoplasma também foi
transmitido do hibisco para as quatro plantas de vinca. Sintomas
de clorose, enfezamento e superbrotamento de ramos foram
observados nas plantas de hibisco e vinca, sendo a presença do
fitoplasma evidenciada por PCR (dados não mostrados).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram a
associação entre o superbrotamento e um fitoplasma do 16SrXV.
Apesar de fitoplasmas dos grupos 16SrI e 16SrIII predominarem
em associação com doenças relatadas no Estado de São Paulo, não
foi observada a ocorrência de infecções mistas, mostrando que estes
resultados são concordantes com aqueles obtidos em trabalhos
conduzidos com plantas de hibisco, no Estado do Rio de Janeiro
(7). A transmissão do agente, tanto através de enxertia como de C.
subinclusa e sua detecção molecular demonstraram que o fitoplasma

é o agente causal do superbrotamento do hibisco nas amostras
coletadas em Piracicaba(SP).
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