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RESUMO

Gongalves, M.C., Maia, 1.G,, Galleti, S.R., & Fantin, GM. Infec¢@o mista pelo Sugarcane mosaic virus e Maize rayado fino virus provoca
danos na cultura do milho no estado de Sdo Paulo. Summa Phytopathologica, v.33, n.4, p.348-352, 2007.

Os dois principais virus que infectam o milho no Brasil sdo o
Sugarcane mosaic virus (SCMV) e o Maize rayado fino virus (MRFV),
cujos principais vetores sdo o afideo Rhopalosiphum maidis ¢ a
cigarrinha Dalbulus maidis, respectivamente. O MRFV ¢
freqlientemente encontrado em infecgdes mistas com fitoplasmas e
espiroplasmas, causando as doengas denominadas enfezamentos do
milho. Em uma lavoura de milho proxima a Santo Antonio da Posse,
SP, cercada por campos de cana-de-acucar, foi encontrada alta
incidéncia de plantas apresentando mosaico, riscas, nanismo e espigas
com falhas no enchimento de graos. Analises serologicas com anti-

soros especificos detectaram a presenga do SCMV e MRFV nessas
plantas. A infec¢do pelo SCMV também foi confirmada por RT-PCR
com primers especificos e andlise de seqiiéncias. Em observagdes de
preparagdes contrastadas negativamente em TEM, particulas flexuosas
(ca.770 nm) e isométricas (ca.30 nm) foram detectadas. Em cortes
ultrafinos, inclusdes citoplasmaticas, tipicas de Potyviridae, foram
observadas; ndo foi encontrada a presen¢a de espiroplasmas nem de
fitoplasmas. Esses resultados mostram que a infeccdo conjunta por
SCMV e MRFV pode ser responsavel pelos danos encontrados nessa
lavoura.

Palavras-chave adicionais: Potyvirus, Marafivirus, Rhopalosiphum maidis, Dalbulus maidis.

ABSTRACT

Gongalves, M.C., Maia, 1.G., Galleti, S.R. & Fantin, GM. Mixed infection by Sugarcane mosaic virus and Maize rayado fino virus causing
breaking yields in maize in Sdo Paulo state. Summa Phytopathologica, v.33, n.4, p.348-352,2007.

The two main viruses infecting maize in Brazil are Sugarcane
mosaic virus (SCMV) and Maize rayado fino virus (MRFV), whose
main vectors are the aphid Rhopalosiphum maidis and the leathopper
Dalbulus maidis, respectively. MRFV is frequently found in mixed
infections with phytoplasms and spiroplasms causing the so-called
corn stunting diseases. In a maize commercial field close to Santo
Antonio da Posse, Sdo Paulo state, surrounded by sugarcane fields, it
was found a high incidence of plants showing mosaic, striping, stunting
and cobs with decreased number of grains. Serological analysis with

specific antisera detected the presence of SCMV and MRFV in these
plants. SCMV infection was also confirmed by RT-PCR with specific
primers and sequence analysis. In TEM observations of negatively
stained preparations, flexuous (ca.770 nm) and isometric particles
(ca.30 nm) were detected. In ultrathin sections, cytoplasmic inclusions,
typical of Potyviridae, were observed; neither presence of spiroplasms
nor phytoplasms could be noted. These results show that mixed
infection by SCMV and MRFV might be responsible for the crop
losses.

Additional Keywords: Potyvirus, Marafivirus, Rhopalosiphum maidis, Dalbulus maidis.

No Brasil, as principais viroses incidentes na cultura do milho
(Zea mays) sdo o mosaico e a risca, causados pelo Sugarcane mosaic
virus (SCMV) e o Maize rayado fino virus (MRFV), respectivamente.
Mundialmente, o mosaico pode ser causado por cinco espécies distintas
de Potyvirus que infectam o milho e constituem um subgrupo viral:
SCMYV, espécie que da nome ao subgrupo; Maize dwarf mosaic virus
(MDMYV); Johnsongrass mosaic virus (JGMV); Sorghum mosaic
virus (StMV) (6,7,14) e o Zea mosaic virus (ZeMV), espécie
recentemente sugerida como um novo membro do subgrupo (16). No
Brasil, apenas as espécies SCMV e MDMYV sido descritas infectando
naturalmente o milho. Ha também um uinico relato de detecgao serologica
do JGMYV no pais (3). Os virus do subgrupo do SCMV e suas diversas
estirpes pertencem ao género Potyvirus, tamilia Potyviridae (15), sao
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transmitidos por varias espécies de afideos, com maior eficiéncia por
Rhopalosiphum maidis e Schizaphis graminum (13,15), cuja incidéncia
¢ comum no Brasil (17). Os sintomas iniciais de infecgdo em milho
consistem em pontos clordticos com disposi¢do linear no meio, ou
mais comumente, na base das folhas, que evoluem para areas alongadas,
formando um mosaico tipico, o qual pode aumentar de severidade ao
decorrer da infecg¢do. O crescimento das plantas pode ser
acentuadamente reduzido, conforme a espécie e estirpe do virus e a
cultivar de milho, principalmente quando a infecgdo ocorre nos estagios
iniciais de desenvolvimento. Ocasionalmente, em cultivares mais
suscetiveis, pode ocorrer o encurtamento dos entrends. Atualmente, a
doenga ndo ocasiona grandes danos a cultura devido ao uso de hibridos
e variedades resistentes ou tolerantes. Todavia, freqiientemente
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observa-se plantas sintomaticas durante a avaliagdo de novos genotipos,
visando o melhoramento genético e, ocasionalmente, em plantios
comerciais. E importante lembrar que este virus também incide sobre
outras poaceas cultivadas, dentre as quais a cana-de-agucar (Sacharum
spp.) e o sorgo (Sorghum bicolor) (11,12), o que pode aumentar a
pressao de indculo no campo.

A risca do milho, também conhecida por “rayado fino”, em
espanhol, ou “fine stripe” em inglés, caracteriza-se pela formagao de
pequenos pontos cloroéticos nas folhas, os quais podem coalescer,
adquirindo o aspecto de linhas pontilhadas e tracejadas, paralelas as
nervuras foliares secundarias, assemelhando-se a riscas finas. O MRFV
pertence ao género Marafivirus, familia Tymoviridae (20). O virus é
transmitido de forma persistente-circulativa pela cigarrinha Dalbulus
maidis, que também ¢ vetora de dois outros importantes patdogenos
do milho, o Spiroplasma kunkelii, também conhecido como Corn stunt
spiroplasma (CSS) e o Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP), agentes
causais do enfezamento-palido e do enfezamento-vermelho,
respectivamente (10). O periodo latente do virus na cigarrinha varia
com a temperatura ambiente, com relatos de 7 a 37 dias (10), apds o
qual sera transmitido por quase todo o tempo de vida do inseto. O
MRFV ¢ encontrado do sul da América do Norte até toda a América do
Sul, com relatos de perdas de até 43% em alguns paises da América
Central (18). No Brasil, a incidéncia isolada do MRFV nio tem
ocasionado grandes danos. No entanto, pelo fato de possuirem o
mesmo inseto vetor, sdo comuns infec¢des mistas com os
fitoplasmas e espiroplasmas, ocasionando danos de maior
propor¢ao na cultura do milho (10).

Este trabalho aborda o estudo detalhado dos agentes causais
da elevada quebra na producdo encontrada em um campo de
milho, com plantas apresentando sintomas de mosaico, risca e
reducdo no crescimento, relatando um tipo de interagdo pouco
conhecida nessa cultura.

MATERIAL E METODOS

Coleta e indexacdo bioldégica das amostras

Em uma lavoura de milho, no municipio de Santo Antonio da
Posse, SP, cercada por lavouras de cana-de-agucar, foram coletadas,
durante o més de margo de 2005, plantas apresentando sintomas de
mosaico, riscas (Figura 1A), nanismo e espigas com falhas no
enchimento dos graos (Figura 1B). O material foliar coletado foi
inoculado mecanicamente em sorgo “Rio” e “TX 2786”, e aveia (4vena
sativa) “Astro”. As inoculagdes foram realizadas com aliquotas de
folhas das plantas infectadas, trituradas em nitrogénio liquido e diluidas
na razdo 1/10 (p/v) em tampao fosfato de s6dio 0,01 M, pH 7,2, com
0,1% de sulfito de sddio. O material foliar restante foi armazenado a —
20°C.

Analise serologica

O material foliar coletado foi submetido a analise por DAS-ELISA
(“Double Antibody Sandwich - Enzyme Lynked Immunosorbent
Assay”), com anti-soros da AGDIA (AGDIA Inc., Elkhart, Indiana,
USA) para as espécies SCMV, JGMV, MDMV e MRFV, utilizando-
se controles positivos e negativos para cada espécie de virus adquiridos
da mesma empresa. Os procedimentos para as analises e os tampoes
utilizados seguiram as recomendagdes do fabricante. A atividade da
enzima fosfatase alcalina conjugada aos anti-soros, correspondente &
concentragao dos virus analisados, foi detectada pela adi¢ao de | mM
do substrato p-nitrophenyl phosphate em 10% de dietanolamina, pH
9,8, com as leituras de absorbancia realizadas a 405 nm.

Microscopia Eletronica

Amostras de folhas de milho apresentando os sintomas descritos
foram analisadas por microscopia eletronica de transmissao (TEM).
Para observagdes em contrastagdo negativa do extrato foliar e também
in situ empregou-se procedimento previamente descrito (2). Segdes
ultrafinas desse material foram obtidas num ultramicrétomo LKB II1,
contrastadas com acetato de uranila 2% e acetato de chumbo, e
examinadas em TEM.

Amplifica¢ido por RT-PCR

O RNA total das folhas sintomaticas foi extraido com o reagente
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA). A transcrigéo reversa (RT) foi
realizada empregando-se um oligo(dT) de 17 nucleotideos, ancorado
na extremidade 3’ (dT,V). Os primers senso SCMVF4 e StMVF3
e os primers anti-senso SCMVR3 e STMVF3 (21) foram usados
para amplificar, especificamente, regides do genoma
correspondentes a capa protéica das espécies SCMV e STMV. As
reagdes de RT para obtencdo do cDNA foram realizadas com o kit
cMaster Rtplus (Eppendorf — Netheler, Hamburg, Germany)
utilizando-se 2 mg de RNA total, em combinagdo com 5 mM do
oligonucleotideo dT .V, previamente incubados a 70°C por 10 min.
O cDNA proveniente da reagdo de RT foi amplificado com 2
combinagdes de primers: (i) 5 mM do primer degenerado SCMVF4
e 1 mM do primer SCMVEF3; (ii) 1 mM dos primers STMVEF3 e
SrMVR3. As reagdes de PCR foram feitas com 2 mL do produto da
RT por reagao, seguindo as instru¢des do kit cMaster Rtplus. As
amostras foram levadas para um termociclador MJ-Research PTC-
200 onde, apo6s a desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min., a
amplificacdo foi feita com 35 ciclos de 94°C por 1 min., 54°C por 2
min., 72°C por 3 min., seguidos por uma extensdo final a 72°C por
10 min.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1,2%, preparado em tampao TAE, pH 8,0, corado com
brometo de etideo e observado sob luz UV. As seqiiéncias de

Figura 1. (A) Folha de milho apresentando sintomas de riscas e mosaico. (B) Espiga proveniente de planta infectada apresentando falha

no enchimento dos graos.
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Figura 2. Folhas de plantas de sorgo “Rio” (Sorghum bicolor cv. Rio),
inoculadas com o isolado de SCMV proveniente de milho. (A) inoculagéo
no outono; (B) controle ndo inoculado; (C) inoculagdo no verdo.

nucleotideos e as deduzidas em aminoacidos resultantes foram
analisadas e alinhadas com o software “Bio Edit - Sequence Alignment
Editor” (5) e os consensos submetidos ao algoritmo BLAST disponivel
em www.ncbi.nlm.nih.gov, para comparagao as seqiiéncias depositadas
no “GenBank”. Alinhamentos multiplos foram realizados com o
software Clustal W e o grau de identidade de nucleotideos foi
determinado com o BioEdit.

Apesar dos sintomas do MRFV encontrados nas amostras, nao
foram realizados testes de RT-PCR para este virus.

Clonagem e seqiienciamento
A purificagdo do DNA, a partir da banda selecionada e recortada

do gel de agarose, foi feita com o kit Rapid Gel Extraction (GIBCO,
BRL - Life Technologies, New York, USA). Os fragmentos de
DNA foram clonados nos vetores pGEM-T Easy Vector System
(Promega) e pCR2.1-Topo (Invitrogen) e transformados em
Escherichia coli DH5a.. Apos a selecdo dos clones recombinantes
em meio contendo antibiotico, a presenga dos fragmentos clonados
nos respectivos vetores foi confirmada por digestdo com a enzima
de restri¢do EcoRI e posterior eletroforese em gel de agarose 1%.
Os fragmentos de DNA eluidos foram precipitados com etanol
absoluto e acetato de s6dio 3 M, pH 5,1. Os sedimentos obtidos
foram ressuspensos em tampao TE, pH 8,0 e purificados em coluna
Qiaquick (Qiagen). As seqiiéncias de nucleotideos do cDNA foram
determinadas usando o kit “Big Dye” (Applied Biosystems Inc.),
segundo protocolo do fabricante, e um seqiienciador automatico
modelo 3100 (Applied Biosystems Inc.). Trés reagdes de
seqiienciamento foram realizadas com cada oligonucleotideo para a
confirmagdo das seqiiéncias obtidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As inoculagdes mecénicas provocaram mosaico tipico, com
diferentes intensidades, nas cultivares de sorgo Rio e TX 2786
(Figura 2A). Nos meses mais quentes do verdo, algumas plantas de
sorgo “Rio” inoculadas adquiriram, além do mosaico foliar, uma
tonalidade avermelhada nas folhas e eventual necrose (Figura 2C).
Por sua vez, as plantas de aveia inoculadas ndo apresentaram
quaisquer sintomas, eliminando a possibilidade da infec¢ao por um
outro membro do subgrupo do SCMV, o JGMV. Esses resultados
indicaram a infecgdo por uma estirpe do SCMYV, devido aos sintomas
de mosaico em sorgo. Porém, os sintomas de avermelhamento e
necrose do tecido foliar em sorgo “Rio”, levantaram a suspeita de
tratar-se também da espécie STMV, que costuma induzir sintomas
semelhantes nessa planta indicadora (1,15). Por sua vez, a infecgao
na cultivar de sorgo TX 2786, eliminou a possibilidade de tratar-se
do SrMV, a qual néo infecta essa cultivar (19) .

As amostras testadas por DAS-ELISA apresentaram-se
positivas apenas para as espécies SCMV e MRFV. Por sua vez, as
amostras de extratos foliares contrastadas negativamente e
observadas em TEM, apresentaram particulas virais isométricas de
ca. 30 nm de diametro, com alguns capsideos com aspecto de vazios,
nos quais houve a penetragdo do contrastante (Figura 3A). Essas
particulas virais isométricas possuem tamanho e caracteristicas da
familia Tymoviridae, a qual pertence 0 MRFV. Também foram

Figura 3 — (A) Micrografia eletronica de transmissdo de extrato foliar de milho com sintomas de mosaico e riscas mostrando particulas
virais isométricas e particula viral alongado-flexuosa, contrastadas negativamente com acetato de uranila 2%. Barra de escala = 100 nm.
(B) Micrografia eletronica de transmissdo de corte ultrafino de folhas de milho com sintomas de mosaico e riscas, apresentando inclusdes
citoplasmaticas cilindricas: cataventos (CT) e agregados laminares (AL). Barra de escala = 500 nm.
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— 890 pb

Figura 4 - Analise eletroforética dos produtos de RT-PCR com os
oligonucleotideos SCMVF4 ¢ SCMVR3, a partir de RNA total extraido de
folhas de milho e sorgo. Colunas 1: isolado SCMV de milho; 2: sorgo sadio;
3: marcador de tamanho de DNA (100 pb).

observadas particulas alongado-flexuosas com comprimento de ca.
770 nm (Figura 3A) e as se¢des ultrafinas apresentaram inclusdes
citoplasmaticas tipicas de Potyviridae, dentre elas cataventos e
agregados laminares (Figura 3B). Nao foi observada a presenca de
espiroplasmas ou de fitoplasmas nas amostras analisadas. Esses
resultados corroboram os obtidos na serologia, de infecgdo pelo MRFV
e SCMV.

A analise eletroforética revelou a presenga de bandas especificas
de 890 pb, quando o par de primers SCMVF4 e SCMVR3 foi utilizado
(Figura 4). A seqiiéncia consenso de nucleotideos obtida,
correspondente a capa protéica do isolado de milho do SCMV (SCM V-
FER1), foi depositada no “GenBank” sob o niimero de acesso
AY819719. A porcentagem de identidade das seqiiéncias de
nucleotideos da capa protéica entre o isolado de milho do SCMV e
outros isolados do virus depositados no “GenBank™ variou de 94 a
96%, com maior identidade com isolados provenientes de cana-de-
acucar da Australia e USA (Tabela 1). O alinhamento das seqiiéncias
de nucleotideos desses isolados com o isolado de milho (dados nio
mostrados) mostra maior variabilidade na regido N-terminal da capa
protéica, conforme esperado para o subgrupo do SCMV (14).

A incidéncia de mosaico na cultura do milho tem aumentado
nos ultimos anos devido, principalmente, ao grande aumento
da area plantada no cultivo da “safrinha”, fato que proporciona
a sobreposigdo de ciclos da cultura e conseqiientemente a maior
exposicdo aos afideos vetores do SCMV. Apesar destes fatos, o
mosaico ndo tem ocasionado grandes danos, com ocorréncias
esporadicas e isoladas. Comportamento semelhante tem
ocorrido com a risca do milho, que apesar de bastante comum

no Brasil, ndo tem assumido carater epidémico (8, 9). No
entanto, sdo comuns infecgdes mistas do MRFV com o
espiroplasma (CSS) ou o fitoplasma (MBSP), provavelmente
pelo fato desses patogenos possuirem distribuicdo geografica
semelhante, compartilharem o mesmo vetor, a cigarrinha D.
maidis, além de coabitarem os vasos floematicos da planta de
milho. Surtos epidémicos desses tipos de infecgdes foram
relatados ocasionando grandes danos na cultura do milho em
anos recentes (10). Este trabalho, porém, apresenta a infecgdo
mista do SCMV com o MRFV, provocando um quadro de
sintomas mais severo do que em ocorréncias isoladas desses
patogenos e danos elevados a cultura, inviabilizando o seu
cultivo comercial. Apesar dessas doencas nao possuirem grande
importancia quando em ocorréncia isolada, elas parecem adquirir
um carater sinérgico e provocar maiores danos quando incidem
em infec¢des mistas na cultura do milho.

Este tipo de infec¢@o pode ter ocorrido previamente em
outras ocasides, porém passada despercebida, provavelmente
devido a falta da analise mais detalhada dos patdgenos
envolvidos. No entanto, a ocorréncia de novas estirpes do
subgrupo do SCMV tem ocasionado o relato freqiiente de novos
casos de mosaico, principalmente na cultura de cana-de-agtcar
(4), que aliada ao cultivo do milho na “safrinha” tem
proporcionado um aumento na pressao de inéculo no campo.
Este é o caso da lavoura de milho abordada neste trabalho,
cultivada em uma 4rea com alta taxa de ocupagdo com cana-de-
agucar. A proximidade espacial entre as duas culturas também
pode influenciar a taxa de distribuicao do mosaico no campo,
aumentando o nimero de focos de infecgdo ¢ o niimero e a
atividade do principal afideo vetor (R. maidis) que coloniza e
transmite o SCMV para as duas espécies botanicas. No caso da
cigarrinha D. maidis, vetora do MRFV, pouco se conhece sobre
os seus hospedeiros alternativos, e sdo escassas as informagdes
arespeito das estratégias de sobrevivéncia do inseto na auséncia
do milho (10). Entretanto, a relagdo do tipo persistente-
circulativa permite que o MRFV permane¢a no corpo do inseto
¢ seja transmitido durante todo o seu periodo de vida,
possibilitando a transmissdo a partir de fontes de indculo
distantes, durante o periodo migratorio. As caracteristicas
epidemiologicas dessas doencas, aliadas a peculiaridade do
cultivo lado a lado das lavouras de milho e cana-de-agucar, que
tem aumentado principalmente no estado de Sao Paulo, pode
ter proporcionado as condigdes para que essas viroses tenham
ocorrido em infec¢des mistas, provocando maiores danos a
cultura do milho.
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Tabela 1. Porcentagem maxima de identidade de nucleotideos entre a seqiiéncia da capa protéica do isolado de milho do Sugarcane mosaic virus (SCMV
FER-1, AY819719) e as seqiiéncias de outros isolados do virus depositadas no “GenBank”.

Estirpe/isolado Codigo de acesso no “GenBank” Pais de Origem Hospedeiro Identidade (%)
Isolado Isis-5 AF006730 Australia Sacharum spp 96
Isolado Nambour 7 AF006733 Australia Sacharum spp 96
Isolado Nambour 2 AF006732 Australia Sacharum spp 96
Estirpe D U57356 USA Sacharum spp 95
Isolado Lou 44-1 AJ491969 USA Sacharum spp 95
Isolado Lou 45-1 AJ491970 USA Sacharum spp 95
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