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RESUMO: O mosaico comum € a principal virose
do milho no Brasil, cujo agente causal foi
identificado como sendo uma nova estirpe de
Sugarcane mosaic virus (SCMV). Considerando as
perdas que esta virose pode causar a producao e a
sua ocorréncia em diferentes hospedeiros, o
presente trabalho teve como objetivo identificar
espécies de potyvirus causando mosaico em
plantas daninhas na cultura do milho. Nesta etapa
inicial foram amostradas as espécies Brachiaria
plantaginea, Brachiaria decumbens e Panicum
maximum. Por meio da utilizacdo de primers
especificos para deteccao molecular de potyvirus,
que amplificam a proteina capsidial ou regido
conservada desta, foi possivel identificar o SCMV
como a espécie causando mosaico nestas plantas.

Termos de indexacdo: Sugarcane mosaic virus
(SCMV), proteina capsidial, identificagdo molecular

INTRODUCAO

O mosaico € a principal virose em milho no Brasil
(Goncgalves et al., 2007a,2011), tendo o Sugarcane
mosaic virus (SCMV) como seu agente causal
(Souza et al., 2008, 2012a,b; Resende et al., 2004).
O aumento da area plantada com milho nos ultimos
anos, associado ao cultivo na safrinha (plantio de
janeiro a marco), tem ampliado a permanéncia da
cultura em campo, contribuindo para o incremento
na incidéncia do mosaico e a manutencdo do
in6culo (Fernandes & Oliveira, 2000). Outro aspecto
importante é que o SCMV incide sobre outras
gramineas cultivadas, entre as quais a cana-de-
acucar (Saccharum spp.) (Goncalvez et al., 2007b,
2011; Barboza et al., 2008) e o sorgo (Souza et al.,
2012a,b), além de infectar varias outras espécies
como 0s capins massambara e colonido (Almeida,
1988). O objetivo deste trabalho foi utilizar primers
especificos para a proteina capsidial ou regido
conservada desta na identificacdo dos potyvirus do
complexo do mosaico presentes em plantas
daninhas na cultura do milho.

MATERIAL E METODOS

Folhas sintomaticas de Brachiaria plantaginea
(capim marmelada), Brachiaria decumbens (Figura
1) e de Panicum maximum, consideradas plantas
daninhas na cultura do milho, foram coletadas em
campo de producdo na area experimental da
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. O
material coletado foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em ultrafreezer a -
80 °C. A extracdo de RNA foi realizada
empregando-se 0 RNeasy®Plant Mini Kit (Qiagen)
de acordo com as recomendacdes do fabricante e
quantificado por meio do Nanodrop 1000
(Thermoscientifica, Waltham, MA, US.A). A
sintese de cDNA foi realizada a partir de 1,0 ug de
RNA total utilizando-se o SuperScript®lll First-Strand
Synthesis System e oligo(dT),.1¢ (Invitrogen) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Para
a deteccdo do agente causal as reacdes de PCR
foram realizadas com primers especificos para os
potyvirus do complexo do mosaico (SCMV, MDMV,
SrMV, PenMV, ZeMV e JGMV) também de acordo
com as recomendac¢fes do fabricante e conforme
condicdes otimizadas por Souza et al. (2013). Como
controle das reac@es, foram utilizadas amostras em
branco e de milho sadio. Os fragmentos
amplificados foram purificados de gel de agarose
utilizando-se o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. O
sequenciamento de DNA foi realizado com o
BigDye®Terminator v3.1 CycleSequencing Kit (Life
Technologies) em sequenciador automatico ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies).
As sequéncias obtidas foram comparadas com o
banco de sequéncias do NCBI (GenBank) para
confirmacgé&o de suas identidades.



Figura 1. Folhas de Brachiaria plantaginea
(esquerda) e Brachiaria decumbens (direita) com
sintomas de mosaico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os primers testados, foram produzidos
amplicons nas trés plantas daninhas com a
utilizacdo do conjunto de primers para amplificacéo
de potyvirus em geral, PZEO (Figura 2). Além disso,
para B. plantaginea houve também amplificacdo
com o conjunto de primers (MDV2/MDMV3)
especificos para SCMV desenvolvidos por Resende
et al. (2004).

Figura 2. Amplicons obtidos com o conjunto de
primers PZEO, onde B= amostra em branco, 1= B.
plantaginea, 2= P. maximum, 3= B. decumbens e 4
= milho sadio. MM = 1 Kb Plus Ladder (Invitrogen).

O fragmento obtido com o conjunto de primers
PZEO a partir da amostra de B. plantaginea foi
isolado do gel e sequenciado. A sequéncia obtida
refere-se a regido conservada da proteina capsidial
viral (Figura 3) e, ao ser comparada com as
sequéncias disponiveis no NCBI, demonstrou 100%
de identidade com as sequéncias de SCMV da

estirpe brasileira infectando milho e
depositadas por Souza et al. (2005).

sorgo

VWCIENGCSPNINGSWTMMDGDEQRVFPLKPVI
ENASPTFRQIMHHFSDAAEAYIEYRNSTERYMPR
YGLQRNLTDYSLARYAFDFYEMNSRTPARAKEA
HMQMKAAA

Figura 3. Sequéncia da proteina traduzida do
amplicon obtido de B. plantaginea com o primer
PZEO. Em negrito, regibes conservadas
MVWCIENG e QMKAAA utilizadas por SEIFERS et
al.(2000) para o desenho do conjunto de primers
PZEO, direto e reverso, respectivamente.

Este estudo é o inicio de uma amostragem mais
ampla a ser realizada em areas produtoras de milho
visando a identificacdo de potyvirus do complexo do
mosaico infectando plantas daninhas.

CONCLUSAO
As plantas daninhas Brachiaria plantaginea,
Brachiaria decumbens e Panicum maximum s&o
hospedeiras do SCMV. Novos estudos estdo em
andamento visando a amostragem de outras
espécies de plantas daninhas.
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