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RESUMO

O mosaico comum do milho € causado por um complexo
viral constituido por quatro potyvirus distintos e pode reduzir
significativamente a producdao do milho (Zea mays).
Freqiientemente, a diagnose dessa virose € dificultada
devido a recuperagdo dos sintomas pelas plantas ou a
ocorréncia de infec¢des simultdneas com outros virus e/ou
com fitoplasmas e espiroplasmas. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver métodos eficazes para a deteccdo do
complexo viral utilizando-se RT-PCR com “primers”
degenerados, hibridizagdo “dot-blot” e dot-ELISA. O
complexo viral foi multiplicado em plantas de milho por meio

de inoculacdo mecénica e posteriormente purificado. A
preparagao purificada foi utilizada para a produgao de anti-
soro policlonal e as IgGs purificadas foram utilizadas para a
realizacd@o do teste dot-ELISA. A RT-PCR foi realizada a
partir de RNA total extraido de folhas infetadas, utilizando-
se “primers” universais para a deteccdo de potyvirus. Os
resultados apresentados indicam que as trés técnicas podem
ser utilizadas para a detec¢do do complexo viral do mosaico
comum do milho.

Palavras-chave: Potyvirus, métodos diagnésticos,
Zea mays.

ABSTRACT
Virus detection by RT-PCR, dot blot Hybridization and dot-ELISA in maize with potyvirus-induced-mosaic

The potyvirus-induced-mosaic is caused by a virus
complex that includes four distinct potyvirus, and can
significantly reduce crop yields. Considering that, in our
conditions, methods for the detection of the viral complex
have not yet been developed, the objective of this work was
to develop reliable methods for detection of virus complex
using RT-PCR with degenerate primers, dot blot hybridization
and dot-ELISA. The viral complex was propagated by

mechanical inoculation in maize (Zea mays) plants and
purified. Purified viral preparations were used to produce
polyclonal antiserum and to extract viral RNA. Purified RNA
was used as a template for RT-PCR with degenerate primers
and the PCR product was used as a cDNA probe in dot-blot
hybridization tests. Polyclonal antiserum was used to perform
dot-ELISA. The results presented here indicate that the three
techniques can be used for detection of the viral complex

INTRODUCAO

O mosaico comum do milho (Zea mays L.) tem-se
destacado, em importancia, devido ao aumento na sua
incidéncia e pela possibilidade de perdas que podem acarretar
aprodugao de sementes e graos (Waquil et al., 1996). No Brasil,
a virose foi inicialmente descrita por Costa et al., (1971), como
sendo causada por estirpes do virus do mosaico da cana-de-
acucar (Sugarcane mosaic virus, SCMV) mas com importancia

*Parte da Tese de Mestrado do primeiro autor apresentada a Universidade
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econdmica limitada (Balmer, 1980). Recentemente, o SCMYV foi
dividido em quatro espécies de potyvirus: Maize dwarf mosaic
virus MDMV), Johnsongrass mosaic virus (JGMV), Sorghum
mosaic virus; (StMV) e SCMV. Todos esses virus e suas estirpes
constituem um complexo viral que infeta o milho, causando
sintomas de mosaico, e pertencem a familia Potyviridae, género
Potyvirus (Shukla et al.,1989; Hollings & Brunt, 1981; Hari,
1981; Dougherty & Carrington, 1988; Shukla et al., 1991). Esses
virus sdo transmitidos na natureza por vdrias espécies de
afideos de forma nao-circulativa (Pirone, 1972).

Os sintomas do mosaico comum do milho caracterizam-
se pela presenca de um mosaico tipico e, ocasionalmente,
enfezamento e necrose (Pirone, 1972; Koike & Gillaspie, 1989).
Em geral os sintomas sdo mais claramente visiveis em plantas
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Jjovens, sendo que algumas cultivares de milho infetadas podem
recuperar dos sintomas, dificultando a diagnose da doenga
(Shurtleff, 1986). O mosaico comum tem sido observado em
associacdo com os enfezamentos causados por fitoplasma e
espiroplasma, e também com outros virus como o virus da
risca (Maize rayado fino, MRFV) Género Marafivirus. Quando
ocorre associado a outras doengas, sua diagnose também ¢
bastante dificultada (Dudienas et al., 1997).

Os dados quantitativos sobre o impacto do mosaico
comum na produ¢d@o do milho ainda sdo muito escassos.
Observagoes obtidas no CNPMS/EMBRAPA, Sete Lagoas
(MGQG), relativas as regides Sudeste e Centro Oeste, indicaram
elevado potencial de perdas quando essa virose ocorre
juntamente com o enfezamento de forma epidémica. Acredita-
se que o efeito do complexo mosaico/enfezamento na reducgio
da produtividade depende da cultivar utilizada (Dudienas et
al., 1997).

O controle da virose tem sido feito com base em métodos
de erradicacgdo e outras praticas culturais (Abbott, 1961). O
método mais efetivo de controle do mosaico da cana-de-agticar
é o desenvolvimento e uso de cultivares resistentes (Breaux &
Koike, 1978). Porém, ¢ essencial a determinagdo precisa dos
virus causadores da infecg@o, a fim de que se possa selecionar
gendtipos resistentes a diferentes condicdes de pressdo de
inéculo.

Considerando-se todos esses aspectos, principalmente
a impossibilidade de identificacdo das espécies de virus
presentes via sintomatologia, o objetivo do presente trabalho
foi desenvolver métodos universais eficazes para deteccio e
diagnose precisa do complexo viral do mosaico comum do
milho.

MATERIAL EMETODOS

Multiplicacao dos virus

O complexo viral foi obtido a partir de amostras de folhas
de milho coletadas na drea experimental da EMBRAPA- Milho
e Sorgo, Sete Lagoas (MG), e mantido em plantas de milho
cultivar Br-01, em casa de vegetac@o. Plantulas no estadio de
duas a trés folhas (aproximadamente sete a dez dias apds o
plantio) foram inoculadas mecanicamente com indculo
preparado a partir de folhas infetadas apresentando sintomas
de mosaico. As folhas, sem a nervura central, foram cortadas
em pequenos segmentos e trituradas em tampdo fosfato de
s6dio 0,01 M, pH 7,2, na propor¢do 1:5, contendo 1 % do
abrasivo carborundum. Apés 10-14 dias da inoculagdo,
quando as plantas apresentavam sintomas da doenca, fez-se
acoleta das folhas com sintomas de mosaico, para purificacio
dos virus.

Purificacao do Complexo Viral

As folhas de plantas com mosaico, sem a nervura
central, foram trituradas em tampao fosfato de s6dio 0,1 M, pH
8,0 + 0,5 % 2-mercaptoetanol + 0,01 M EDTA, na propor¢ao
1:2. O extrato foi filtrado em gaze e centrifugado 2 9.000 g por
30 min. Ao sobrenadante foi acrescentado 1 % Triton X-100,
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em agitacdo fria (4 ° C) por 3 h. O sobrenadante foi centrifugado
a8.000 g por 20 min, e, em seguida, foi centrifugado a 100.000
g por 3 hem colchdo de sacarose a 30 % preparado em tampao
citrato de sédio 0,05 M, pH 6,2. O pellet resultante foi
ressuspenso em 1 ml de tampao/50 g de folhas, em agitacdo a
temperatura de 4 °C durante uma noite. A mistura foi
centrifugado a 7.000 g por 10 min. O sobrenadante foi coletado
e centrifugado a 40.000 rpm em rotor Beckman SW 50.1 por 3 h
em gradiente de cloreto de césio (0,38/0,88/1,38 ¢ CsClem 1 ml
de tampao citrato de sédio 0,01 M, pH 6,2). A banda com virus
foi coletada manualmente e dialisada trés vezes em tampao
citrato de s6dio 0,01 M, pH 6,2. As particulas dos virus foram
contrastadas com uma solucdo aquosa de acetato de uranila 3
% e visualizadas ao microscépio eletronico JEOL 100 C. A
concentracdo de virus foi determinada através de
espectrofotometria.

Producao de anti-soro policlonal

Anti-soro policlonal foi produzido em coelhos a partir
de preparacdes virais purificadas. Foi aplicado 1 mg de virus
através de trés injeg¢des intradérmicas, intervalos de 10 - 15
dias. A preparagio purificada foi misturado igual volume de
adjuvante de Freund completo, para a primeira injec@o, e
adjuvante incompleto para as outras duas inje¢des. Foram
coletados 15-20 ml de sangue todas as semanas, 10 dias apds
a terceira injecdo. As IgGs foram purificadas em coluna
cromatografica DEAE-Sephacel acoplada a um detector de
absorbancia/fluorescéncia (UA-5 ISCO) de acordo com
Hampton et al. (1990). O titulo das IgGs foi determinado por
ELISA indireto usando dilui¢do seriada da preparagéo viral
purificada, de acordo com Clark & Adams (1977).

Extracao de RNA

O RNA total foi extraido a partir de folhas de milho
infetadas com o complexo viral, de acordo com Lane (1986) e 0
RNA da preparacdo viral purificada foi extraido utilizando-se o
método descrito por De Vries et al. (1982).

Amplificacao por RT-PCR e Seqiienciamento

O produto de RT-PCR foi obtido a partir de RNA viral
purificado e RNA total. Para o RNA total, o cDNA foi preparado
em umadiluicdo seriada de 1:10, 1:30, 1:60, 1:300, 1:1.000, 1:3.000.
Para o RNA de virus purificado, foi feita uma tnica diluicio
equivalente a uma concentragdo de 3 il de RNA. Em ambos os
casos, 0 cDNA foi obtido a partir da mistura do RNA, 1 pl do
“primer” degenerado D335 (1 ug/ul) (5°GAGCTCGCNGYTT
CATYTGNRHDWKNGC3'), 0,5 ul de inibidor de RNase
(RNAguard, Pharmacia Biotech), 1 plde dNTP (2.5 mM), 0,3 pl
da enzima M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase, Pharmacia Biotech) e 4 {1l de tampao
Sx para aenzima (Tris-HC1 50 mM, pH 8,3; EDTA 1 mM; DTT 5
mM DTT; NaCl 100mM e 0,1 % Triton X-100). A mistura foi
incubada por 1 h, & temperatura de 37 °C. Para a realizacao da
PCR, utilizaram-se 10 {1l do cDNA acrescido de 1 pl do “primer”
degenerado U335 (1 pug/pl) (S’GAATTCATGRTNTGGT
GYATHGANAAYGG3'), 5 pul de dNTP (2.5 mM), 0,3 pl daenzima
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Taq polimerase, e 5 pl de tampao 10x para a enzima (Tris-HCL
100 mM, pH 8,4; KCI 500 mM; MgClz.6H2 20 mM). Foram
realizados 35 ciclos de rea¢des, com periodos de 2 min para
desnaturacdo a 94 °C, 2 min para anelamento a 55 °C e 1 min
paraextensao a 72 °C, com uma extensao final de 7 mina 72 °C.
Os “primers” usados foram sintetizados de acordo com as
seqiiéncias publicadas por Langeveld et al. (1991). O produto
da amplificagdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose
(1,2 %), diluida em TAE 1X. Foram utilizados 3 ul do produto
daRT-PCR. O gel foi corado em uma solug¢do com brometo de
etideo (0,005 %). O fragmento de 335 pb foi clonado no vetor
pGEM-T de acordo com as instrugdes do fabricante e
seqiienciado pelo método de terminagdo em cadeia no
seqiienciador automdtico ABI PRISM 377 DNA sequencer
(Sanger et. al., 1977). As seqiiéncias foram analisadas
utilizando-se o algoritmo do programa GCG (Genetic Computer
Group) da Universidade de Wisconsin (Devereux et al., 1984).

Preparacao das amostras para hibridizacao “dot-blot”

O RNA total extraido a partir de folhas de milho infetadas
foi preparado em uma dilui¢ao seriada de 1:10, 1:100, 1:1.000,
1:10.000, 1:100.000, 1:1.000.000 e aplicado 30 pl de cada diluic@o,
com utiliza¢do de vacuo, em uma membrana de ndilon saturada
com 4X SSC (20X SSC sendo 0,15 M de citrato de soédio + 1,5
M de cloreto de sédio). Foram aplicadas também amostras de
RNA total extraidas de folhas sadias e extrato bruto de folhas
sadias e infetadas obtido a partir da trituracdo das folhas em
tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2.

Hibridizacao “dot-blot”

Para hibridizacao, foi utilizada uma sonda preparada a
partir de clone de fragmento de 335 pb de potyvirus isolado de
milho obtido por Almeida (1998). Para a preparag@o da sonda
utilizou-se o “DNA labelling kit (dCTP) Ready to Go”
(Pharmacia Biotech), adicionando-se 5 pl do DNA molde e 2 pl
de 0P dCTP, conforme instrugdes do fabricante. A membrana
contendo as amostras foi pré-hibridizada em uma solugdo de
pré-hibridizacio (4X SSC; 0,1 % de SDS; 0,05 % de leite em p6;
40 % formamida e 10 ptg/ml de DNA de esperma de salmao
desnaturado) por 3 ha 55 °C. A hibridizacao foi realizada a 55
°C por 12 h. As membranas foram lavadas duas vezes em 2X
SSCa55°C, por20 mine, um vezem 1X SSC +SDS 0,1 % a55
°C por 20 min. Ap6s as lavagens, a membrana foi colocada em
contato com filme de raio-X (Kodak-XAR) e revelada apés 72
h de exposicao.

Dot-ELISA

Utilizaram-se preparagdes purificadas de virus e extrato
de folhas de plantas sadias e infetadas. As folhas foram
trituradas em tampao TBS pH 7.5 (Tris-base 0,02M; NaCl 0,5M),
acrescido de 0,2 % de sulfito de sddio. Os extratos obtidos, 30
ul cada, foram aplicados em uma membrana de nitrocelulose
(NCM), com o auxilio de uma bomba de vacuo conectada a
placa de aplicagdo das amostras. A membrana foi mergulhada
na solugdo bloqueadora (TBS; 2 % Triton X-100;2 % leite em
po6) por 1 h, sob agitagdo de 50 rpm. Em seguida, foi feita a
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aplicacdo do anti-soro diluido 1: 1.000 em tampdo TBS + 2 % de
leite em pé. A membrana foi mantida nesta solucgéo por 16 h, a
temperatura ambiente, sob agitacdo de 50 rpm. Fez-se entdo a
lavagem da membrana com tampao TTBS (TBS + 0,05 % de
Tween 20). Foram realizadas trés lavagens de trés minutos cada,
sob agitacdo de 100 rpm. Ap0s as lavagens, foi adicionado o
anti-IgG conjugado a fosfatase alcalina (GIBCOBRL), diluido
1: 3.000 em tampao TBS + 2 % de leite em p6. A membrana foi
incubada sob agitacdo de 50 rpm, por 1 h, a temperatura
ambiente. As lavagens com TTBS foram repetidas e a membrana
foi incubada na solugio reveladora (Tris-base 0,1 M; NaCl 0,1
M; MgCl, 0,05 M), com adigio de 60 pl da solugdo estoque de
“Nitro Blue Tetrazolium” (40 mg de NBT + 1,2 ml de N'N’
dimetilformamida) e 5-bromo-4-chloro-3-indolil-fosfato (20 mg
de BCIP + 1,2 ml de N’N’ dimetilformamida). A membrana
permaneceu na solucdo reveladora, sob agitacdo suave, até a
visualiza¢do da reacdo. Para interromper a reacio, a membrana
foi lavada varias vezes em dgua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método para purificacdo do complexo viral
responsdvel pelo mosaico comum do milho adotado no presente
trabalho mostrou resultados bastante satisfatérios. O exame
da suspensido purificada ao MET (Figura 1A), demonstra a
presen¢a de uma grande quantidade de particulas alongadas e
flexuosas caracteristicas de potyvirus.

Através da andlise espectrofotométrica da preparaco
purificada, foi determinado o rendimento da purificagio, de
aproximadamente, 29 ug de virus/g de tecido processado,
superior aos valores ja obtidos com outras técnicas descritas
na literatura, que variam de 0,2-28 ng/g (Snazelle etal., 1971;
Jones & Tolin, 1972; Langenberg, 1973; Hill et al., 1973; Moghal
& Francki, 1976). O espectro de absor¢do da preparacio
purificada (Figura 1B) foi bastante caracteristico e mostrou um
minimo a 240 nm e um maximo a 260 nm. A relagio de absor¢do
a260/280 foi de 1,51 enquanto a de maxima/minima foide 1,14.

A IgG purificada a partir do anti-soro, produzido em
coelho, foi testada por meio de ELISA indireto com extrato de
planta infetada e com preparagao viral purificada, e ndo reagiu
com extrato de plantas de milho sadias, sendo especifico para
as espécies virais contra as quais foi produzida, embora as
espécies virais ndo tenham sido identificadas. Com relag@o a
deteccdo a partir de extratos de folhas infetadas, foram testadas
vérias dilui¢des do antigeno e da IgG, sendo que as melhores
dilui¢des encontradas foram de 1:10 e 1:1.000, respectivamente
(Figura 2A). O limite de deteccdo de virus em plantas com
mosaico comum foi determinado por meio de uma série de
dilui¢oes do complexo viral purificado, de 170 pg a 0,017 ng de
virus/50 pl. Os resultados indicaram que foi possivel detectar
até 1,7 ngde virus/50 pl (Figura 2B).

O produto da reagdo de RT-PCR a partir de RNA extraido
de virus purificado foi analisado através de eletroforese em gel
de agarose 1,2 %, verificando-se a presenga de uma banda de
tamanho correspondente ao esperado (335 pb) nas amostras
testadas (Figura 3). Utilizando-se uma dilui¢ao seriada do RNA
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FIG.1- (A) Micrografia eletronica da preparacao purificada
do complexo viral do mosaico comum do milho,
contrastada negativamente com acetato de uranila 3
%. A barra representa 0,4 um; (B) Espectro de
absorcao da preparacao purificada.

total extraido de plantas infetadas, foi possivel detectar a
presenca dos virus, entretanto, as bandas obtidas ndo se
apresentaram tao nitidas em relac@o as obtidas para o RNA
extraido de virus purificado (dados nao mostrados). Embora
RT-PCR seja capaz de detectar virus pertencentes ao complexo
viral, sua utilizacdo como ferramenta de diagnose ainda nao é
recomendada, devido a necessidade de se purificar o virus
para extracdo de RNA. Seu uso em diagnose de rotina depende
do desenvolvimento de um protocolo de obtencdo de RNA
diretamente a partir de plantas infetadas.

A andlise da porcentagem de similaridade das
seqiiéncias de nucleotideos entre o clone do fragmento de 335
pb e 0s quatro potyvirus que causam 0 mosaico, mostrou maior
valor para 0o MDMV-B (86,3 %) seguido do SCMV (81,8 %).
Para o StMV e JGMV os valores foram 77,1 % e 70,2 %,
respectivamente.

A andlise do “dot-blot” utilizando RNA total extraido
de folhas infetadas mostrou resultado positivo para a
hibridizac@o (Figura 4). Foi possivel detectar o virus em amostras
diluidas até 1:100. Em termos de concentracdo, este valor
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FIG.2- (A) Reacoes de ELISA-indireto com extratos de plantas
infetadas utilizando anti-soro policlonal produzido
contra o complexo viral do mosaico comum do milho,
a405 nm, 45 minutos apés a adicio do substrato. As
diluicoes do extrato infetado sao dadas em logaritmo
e correspondem, respectivamente, as diluicoes: 1:10,
1:33,1:100, 1:330, 1:1.000, 1:3.300. (B) Reacdes de
ELISA-indireto com diluicoes seriadas de
preparacoes purificadas do complexo viral, a 405 nm,
45 min apés a adicao do substrato. Diluices da IgG
(M) e do extrato de folhas sadias (®) preparado em
tampao carbonato 0,05 M, pH 9,6. Valores de A
superiores a 0,5 (média do controle = 2x desvio-
padrao) foram considerados positivos.

corresponde a 0,7 ng/ml de RNA total (21 pg em cada 30 pl
aplicado a membrana). Porém, a sonda ndo permitiu a deteccao
do virus a partir de extrato bruto de folhas.

Dot-ELISA preparado com extratos de folhas de milho
infetadas permitiu a deteccdo do complexo viral até dilui¢oes
de 10 (Figura 5A). Em termos de concentraco, foi possivel
detectar com a utilizagdo desse método até 0,1 ng de virus
purificado (Figura 5B). Ndo houve reacdes inespecificas com
extrato de folha sadia. O resultado indica que a técnica de dot-
ELISA utilizando-se as IgGs produzidas constituiu-se em
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FIG. 3 - A) Representacio esquematica do genoma de potyirus,
indicando a posi¢ao dos dois “primers’ degenerados
U335 e D335, desenhados de acordo com Langeveld
etal. (1991). B) Linhas 1 e 2 mostram o produto da
RT-PCR (335 pb), a partir de RNA extraido de virus
purificado, usando “primers’’ degene-rados. Linha
M=marcador APsTI.

método de deteccdo bastante eficiente.

Os resultados obtidos com o presente trabalho indicam
que as trés técnicas utilizadas (dot-ELISA, RT-PCR com
“primers”” degenerados e hibridizac¢@o “dot-blot”), podem ser
aplicadas para a detecgio do complexo viral do mosaico comum
do milho. A utilizacdo de uma ou de outra técnica dependera
da sensibilidade desejada com a detecgao.

Dot-ELISA pode ser usado para a deteccdo do
complexo viral a partir de folhas infetadas coletadas em campo,
mesmo quando houver infec¢des mistas com outros virus ou
com outros pitogenos. Esta técnica demonstrou ser bastante
sensivel, de facil execucao, rdpida e possivel de ser utilizada
para a andlise de muitas amostras. Segundo Hampton et al.
(1990), mesmo quando ocorrem reacgdes inespecificas, estas
podem ser minimizadas com a utilizacdo de agentes
bloqueadores como o leite em pé desnatado. Estas
caracteristicas fazem com que essa técnica tenha um grande
potencial para ser utilizada como método de rotina para
diagnose de viroses de plantas a partir de extrato bruto de
folhas infetadas.

E possivel que a sensibilidade da RT-PCR realizada a
partir de RNA total extraido de folhas possa ser aumentada
caso o RNA seja extraido por meio da utilizacdo de fenol/
cloroférmio. A utilizacdo da RT-PCR como método para a
deteccdo de novos virus pode permitir a deteccao precisa e a
classificacdo e estudos taxondmicos de virus, através de
analises moleculares subseqiientes, além de permitir a
amplificacdo de diferentes regides do genoma viral (Langeveld
etal.,1991). De acordo com Colinet et al. (1994), a utilizacao de
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FIG. 4 - Deteccao do complexo viral através de hibri-dizacao
“dot-blot”. A) Diluicsio seriada do RNA total extraido
a partir de planta sadia. B) Diluicao seriada do RNA
total extraido a partir de planta infetada. Linhas 1a 6
mostram a série de dilui¢io do RNA total: 1=1:10,
2=1:100, 3=1:1.000, 4=1:10.000, 5=1:100.000,
6=1:1.000.000.
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FIG. 5 - Sensibilidade de detec¢ao por dot-ELISA. A) Controle
negativo. B) Diluicao seriada do extrato bruto de
folhas infetadas. Linha 1= extrato de planta sadia; linha
2 a7 mostra a série de diluicoes do extrato de folhas:
1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000,
1:1.000.000. C) Diluicao seriada da preparacao viral
purificada: 1=1:10,2=1:100, 3=1:1.000, 4=1:10.000,
5=1:100.000, 6=1:1.000.000.

PCR com “primers” degenerados consiste em um método
bastante ttil para a detec¢do de infeccdo mista por potyvirus
distintos e também por novos membros do género Potyvirus,
sem necessitar, para isto, da separagao e purificacao dos
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Deteccao de virus por RT-PCR, hibridizacao “dot-blot” e dot-ELISA...

possiveis componentes de um complexo viral. Porém, por ser
uma técnica mais trabalhosa e de custo mais elevado, mostrou-
se menos recomendada do que dot-ELISA para deteccdo de
rotina.

A hibridizacdo “dot-blot” detectou o complexo viral a
partir de RNA total extraido de folhas infetadas e demonstrou
ser a técnica mais sensivel, permitindo a detec¢@o de até 21
pg/ 30 ul de RNA total. A sonda de cDNA utilizada na deteccdo
reconhece uma porgdo central da capa proteica altamente
conservada entre as espécies de potyvirus (Shukla et. al., 1994).
Apesar da diferenga de homologia de nucleotideos entre os
virus do complexo, se utilizarmos condi¢des menos
estringentes, a sonda de cDNA pode ser capaz de reconhecer
as quatro espécies de potyvirus que causam 0 mosaico comum,
constituindo-se em um método universal eficiente para
deteccdo de potyvirus. Além disso, essa técnica pode
constituir, no futuro, uma importante ferramenta, com o
desenvolvimento de sondas especificas para a deteccdo dos
virus componentes do complexo viral, capazes de detectar um
desses virus isoladamente a partir de extratos de folhas
infetadas. Nesse caso, as sondas poderdo ser empregadas em
programas de melhoramento para desenvolvimento de
cultivares de milho resistentes a potyvirus, jd que nesse tipo
de programa é imprescindivel o reconhecimento da identidade
do patégeno que se utiliza nos testes de resisténcia. Tais sondas
poderdo ser utilizadas também em estudos de distribuicio
geografica e predominancia desses diferentes virus nas varias
regides produtoras de milho no Brasil.

Apesar da composi¢do do complexo viral ndo ter sido
estudada neste trabalho, os trés métodos utilizados, por
apresentarem amplo espectro de detecgdo, provavelmente,
podem ser empregados para detectar qualquer virus do
complexo causador do mosaico comum do milho. Os estudos
sobre a variabilidade presente entre as quatro espécies de
potyvirus que causam o mosaico comum estdo sendo
conduzidos atualmente.
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