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RESUMO

Objetivando avaliar pacialmente a gama de hospedeiro e iniciar a caracterizagdo
molecular do isolado viral GO-01, coletado em plantas de milho com sintomas de mosaico
no Sul de Goias, com énfase em espécies infestantes e espécies cultivadas, além de avaliar
a transmissibilidade, caracterizagdo sintomatoldgica e molecular de outros isolados
também coletados em plantas de milho com mosaico, foi instalado um experimento em
casa de vegetacdo da Universidade Federal de Uberlandia. O ensaio foi instalado em duas
épocas e em cada uma realizou-se uma avaliagdo de incidéncia da doenca. Foi observado
que as espécies Sorghum halepense, Sorghum bicolor, Zea mays L, Digitaria horizontalis e
Saccharum officinarum apresentaram-se suscetiveis pela presenca de sintomas foliares
tipicos de mosaico. As espécies Braquiaria brizantha, Braquiaria ruziziensis, Braquiaria
decumbens, Cenchrus echinatus e Eleusine indica ndo apresentaram estes sintomas. Os
isolados identificados como GO-01, GO-02, GO-03, GO-06, GO-07, GO-08 ¢ GO-10
caracterizaram-se como mecanicamente transmissiveis € com sintomas caracteristicos de
mosaico e mosqueado. As plantas de milho inoculadas com os isolados GO-03 e GO-07 se
recuperaram  dos sintomas, dificultando a diagnose da virose como descrita por
Shurtleff,1986. Ja os isolados GO-04, GO-05 e GO-09 ndo caracterizaram-se coOmo
mecanicamente transmissiveis. Através do teste de Elisa- indireto ficou caracterizado que
os isolados GO-O1 (sorgo e cana-de-agucar), GO-02, GO-06, GO-08 e GO-10 pertencem

ao genéro Potyvirus.



1. INTRODUCAO

A cultura do milho ocupa lugar de destaque dentre os cereais cultivados no mundo, ndo
s6 pelo grande progresso que tem havido no acimulo de conhecimento técnico-cientificos
relacionados com essa espécie vegetal, mas também pelo grande valor econdmico, papel
sOcio econdmico e imenso potencial que ela apresenta. Fazendo com que a importancia
desse cereal ndo se restrinja ao fato de ser produzido em grande volume e sobre imensa area

cultivada.

O milho vem sendo utilizado tradicionalmente como fonte energética na alimentagao
humana e de animais domésticos (70% da demanda mundial), que em ultima anélise
chegam a mesa do consumidor na forma de carne, o ovos, leite, queijo, etc. Mais
recentemente seu uso se ampliou também para a industrializa¢do (producdo de amido,
alcool, adogantes, dleos, etc.) (Silva, 2004). O uso do milho como matéria-prima bdasica
para uma série enorme de produtos industrializados ocorreu devido ao seu alto conteudo de

carboidratos, principalmente amido, assim como outros componentes, tais como proteinas,

6leo e vitaminas que o tornam um produto bastante apreciado para ser utilizado



comercialmente, criando e movimentando grandes complexos industriais, onde milhares de

empregos sao criados.

O udltimo relatério do USDA, referente a safra 2003/04, promove corre¢do na
producdo mundial de milho, passando de 624,33 milhdes de toneladas para 621,73 milhdes
de toneladas. Os principais paises produtores de milho nesta safra foram EUA, China,

Brasil, com 203, 127 e 40 milhdes de toneladas, respectivamente (Silva, 2004).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho com uma produgdo estimada
pela Conab de 42,5 milhdes de toneladas, superando em 19,61% a obtida em 2002, que foi
de 35,5 milhdes de toneladas e perdendo apenas para os Estados Unidos e a China: o maior
motivo desta alta producdo € o aumento na drea plantada com milho safrinha que
ultrapassou 43,5 milhdes de hectares, (Tavares, 2004). Embora essa producdo seja
distribuida em todas as regides do pais, ela se concentra nas regides Sudeste (23,2%), Sul

(50,4%) e Centro-Oeste (16,7%), (Silva, 2004).

O milho sempre foi considerado uma planta rdstica, capaz de suportar bem varios
tipos de estresse ambiental. Entretanto, com a expansdo das fronteiras agricolas, com a
pratica da monocultura e com a ampliagdo das épocas de cultivo, esta realidade mudou.
Surgiram novos problemas para a cultura, principalmente com relacdo as doencas, capazes
de afetar seriamente o desempenho econdmico das lavouras (Pereira, 1997). A
intensificacdo do cultivo em dreas irrigadas, com mais de uma safra por ano,
principalmente quando sdo realizados cultivos sucessivos de milho, permite a perpetuacio e

o acimulo de inoculo de patégenos, bem como a sobrevivéncia de insetos vetores, € assim



aumenta grandemente a incidéncia e a severidade de muitas doengas (Fernandes; Oliveira,

2000).

Dentre as viroses ocorrentes destaca-se a doenca conhecida como Mosaico Comum
do Milho (Zea mays L.) que tem sido encontrada em alta incidéncia em vdrias regides
produtoras de milho no Brasil. Quando ocorre isoladamente em plantas de milho, pode
causar reducdo da ordem de 50% na producdo quando ocorre associada a outras viroses,

seus efeitos podem ser mais drasticos (Fernandes; Oliveira, 2000).

O Mosaico Comum do Milho tem se destacado entre as doencas mais importantes na
cultura do milho, devido ao aumento na sua incidéncia e pela possibilidade de perdas que

podem acarretar a producio de sementes e graos (Waquil et al., 1996).

Os sintomas foliares do mosaico caracterizam-se pela presenca de manchas verde-claro
contrastadas com manchas verde normal e, ocasionalmente, enfezamento e necrose (Pirone,
1972; Koike; Gillaspie, 1989). Esta virose é causada por um complexo viral pertencente ao
género Potyvirus, familia Potyviridae (Almeida, 1999), cuja transmissio € realizada por vérias
espécies de afideos, entre os quais destaca-se o pulgdo do milho, Rhopalosiphum maidis L.,

pela eficiéncia na transmissao (Edwarson; Cristie, 1991).

No entanto a identificagcdo de doencas causadas por virus, em condi¢des de campo,
torna-se dificil por uma série de fatores, entre eles a ndo ocorréncia de uma sintomatologia
bem definida, a existéncia de vérios virus numa mesma drea e a ocorréncia de estirpes
diferentes de um mesmo virus. E € nesse contexto que a identificagdo de uma virose deve levar

em consideracdo, além de outros cuidados, o estudo de reacdes do virus em hospedeiros



diferenciais e a transmissibilidade da doenca para plantas sadias e outras propriedades

bioldgicas e moleculares.

O presente trabalho objetivou, (a) avaliar a gama de hospedeiros parcial do isolado
viral G0-01, com énfase em algumas espécies infestantes e espécies cultivadas; e (b) avaliar a
transmissibilidade e iniciar a caracterizacdo molecular de isolados virais coletados em plantas

de milho com mosaico no Sul de Goiés.



2. REVISAO DE LITERATURA

O mosaico comum do milho tem sido encontrado em alta incidéncia em vérias
regides produtoras de milho no Brasil (Fernandes; Oliveira, 2000). A virose mosaico
comum geralmente ocorre em surtos, sendo favorecida pela presenca de fonte de inoculo
proporcionada por gramineas infectadas, presenca de afideos vetores, suscetibilidade da

cultivar e por plantios tardios da safra de verdo (Almeida, 1998).

Os sintomas foliares dessa virose caracterizam-se pela presenca de manchas verde-
claro, que contrastam com manchas verde normal em padrdo de mosaico. Em geral, esses
sintomas sdo muitos nitidos em plantas jovens e tendem a desaparecer na medida em que as
plantas atingem as fases de florescimento e maturacao, dificultando a diagnose da doenca
(Shurtleff, 1986). Ainda pode causar acentuada reducio no crescimento das plantas e no
tamanho das espigas e dos grios, sendo esses efeitos varidveis principalmente em fungdo da
época de infecgdo, da cultivar de milho e da estirpe do virus em questdo (Fernandes;

Oliveira, 2000).



Segundo Dudienas et al. (1997), o mosaico comum tem sido observado em
associagdo com os enfezamentos causados por fitoplasma e espiroplasmas, e também com
outros virus; como o virus da risca (Maize rayado fino virus, MRFV), género Marafivirus.

E quando ocorre a associado a outras doengas, sua diagnose também € bastante dificultada.

No Brasil, a virose foi inicialmente descrita por Costa et al. (1971) como sendo
causada por estirpes do virus do mosaico da cana-de-agucar (Sugarcane mosaic virus,
SCMV). O SCMV pertence a familia Potyviridae, género Potyvirus, forma particulas

alongadas, com cerca de 750 pum de comprimento e 13 um de diametro (Pinto et al., 1997).

Recentemente, o SCMV foi dividido em quatro espécies: 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 infectam 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;

Shuka et al., 1991).

Segundo Brunt et al. (1996), dentre aproximadamente 100 virus que infectam o
milho, as espécies do genéro Potyvirus: Maize dwarf mosaic virus (MDMYV), Sugarcane
mosaic virus (SCMV) e Johnsongrass mosaic virus (JGMV) e espécies de outros géneros
como: Barley stripe mosaic virus (BSMV) — género Hordeivirus, Brome mosaic virus
(BMV) - género Bromovirus e Mayzechlorotic mottle virus (MCMV) - género
Machlomovirus constituem como espécies que s@o transmitidas por inoculacdo mecanica

pela técnica de EVT (extrato vegetal tamponado) quando inoculadas no limbo foliar. Tem
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sido demonstrado que estirpes do SCMV podem infectar diferencialmente a cana-de-
actcar, milho, sorgo, milheto, trigo, cevada, centeio, e arroz, assim como numerosas outras

gramineas cultivadas e selvagens (Pinto et al., 1997).

Na natureza, mas de 20 espécies de afideos sdo insetos vetores dos virus que causam
o mosaico comum do milho. Os insetos vetores adquirem os virus em poucos segundos ou
minutos, quando se alimentam em uma planta infectada. As espécies Rhopalosiphum
maidis, Schizaphis graminum e Myzus persicae sdo vetores muito eficientes (Fernandes;

Oliveira, 2000; Pirone, 1972).

No Brasil, o mosaico comum do milho ndo tem sido extensivamente estudado
quanto a existéncia de estirpes e diferenciacdo nesses potyvirus (Pinto et al., 1997;

Fernandes; Oliveira, 2000).

A existéncia de um elevado nimero de estirpes desses potyvirus que causam o
mosaico comum do milho e que podem sobreviver em outras espécies hospedeiras
pertencentes a familia Poaceae, podem aumentar a importancia desta doencga. (Edwardson;

Christie, 1991).

A avaliacdo de 115 cultivares avaliados em Ensaio Nacional-Regido Centro Oeste,
do ano agricola 1997/98 revelou que a maioria dos cultivares mostrou-se suscetivel,
apresentando sintomas da virose, aos 15 dias apos a inoculagdo. Destas cultivares apenas 16
apresentaram menos de 20% de incidéncia desta virose, 64 cultivares apresentaram acima
de 50% de incidéncia e os demais apresentaram incidéncia intermedidria as estes niveis

(Almeida et al., 2001).
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Almeida et al. (2001), avaliaram a suscetibilidade de espécies de gramineas,
cultivadas e infestantes, em relacdo ao mosaico comum do milho. Dentre quatorze
gramineas testadas destacaram-se pela alta susceptibilidade Brachiaria plantaginea
(Capim-marmelada), Digitaria horizontalis (Capim-colchdo), Eleusine indica (Capim-pé-
de-galinha), Sorghum bicolor (Sorgo granifero) e Zea mays L., apresentando sintomas de
mosaico severo. Sorgo granifero mostrou ser a espécie mais suscetivel, sendo que algumas
plantas apresentaram necroses nas folhas. Plantas das espécies Brachiaria decumbens e
Cenchrus echinatus (capim-carrapicho) monstraram-se também suscetiveis no entanto, com
sintomas de mosaico leve. As espécies que ndo mostraram sintomas foliares de mosaico
caracteristicos foram: Avena sativa, Brachiaria brizantha, Brachiaria ruziziensis,
Saccharum officinarum, Sorghum halepense (capim massambard) e Triticum aestivum
(trigo). Segundo Almeida et al., 2001 no caso de plantas assintomaticas, pode-se constatar
através do teste soroldgico dot-Elisa, que algumas plantas de capim carrapicho e de
Pennisetum americanum (milheto), mesmo ndo mostrando sintomas da doenca, estavam
infectadas pelos virus. Enquanto que as plantas com sintomas evidentes de mosaico tiveram

a infec¢do comfirmada através do resultado positivo do dot-ELISA.

Almeida et al. (2001) também analisaram amostras de folhas de milho apresentando
sintomas de mosaico, provenientes de diversos municipios, localizados em regides
produtoras de milho, pelo teste de dot-ELISA, para verificar a presenca de potyvirus. A
presenca de potyvirus foi confirmada nas amostras de folhas de milho apresentando

sintomas tipicos de mosaico, provenientes de Sao Paulo (Vale do Paranapanema e Alta
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Mogiana), Minas Gerais, Goids (Santa Helena de Goids) e Distrito Federal. Observando-se

que a virose encontra-se disseminada em importantes regioes produtoras de milho.

Oliveira et al. (2003) avaliaram a incidéncia de viroses em 24 lavouras de milho no
Parana e verificaram que todas as plantas com sintomas do MDMV (Maize dwarf mosaic
virus) € do MRFV (Mayze rayado fino virus) apresentavam a infeccdo por estes virus. A
incidéncia foi inferior a 0,66%. Os autores atribuiram a baixa incidéncia a auséncia de
gramineas silvestres apresentando sintomas dessas viroses, as quais poderiam constituir

fonte de indculo para o milho.

Entre as medidas recomendadas para controle do mosaico comum do milho
destacam-se a utilizacdo de cultivares resistentes e a eliminacdo de fontes de indculo,
proporcionadas pela presenca de gramineas infectadas na drea de plantio de milho

(Shurtleff, 1986; Fernandes; Oliveira,1997).

Os sintomas de plantas doentes no campo em geral sdo inadequados para dar uma
identificagdo positiva, particularmente quando vdrios virus causam sintomas semelhantes.
Entretanto, algumas espécies ou cultivares de plantas produzem sintomas caracteristicos e
consistentes quando inoculados em casa-de-vegetacdo. E neste contexto que destaca-se o
teste de gama de hospedeiros como de relevante importincia, pois este consiste na
inoculacdo de uma série de plantas (plantas indicadoras) e na observacdo dos sintomas
induzidos ou ndo pelo virus em cada espécie, auxiliando entdo na diagnose a qual € feita
com base na comparacdo dos sintomas observados com aqueles relatados na literatura,

tornando-se portanto, as vezes, um critério fundamental. (Mattews, 1991).
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De modo geral o teste proporciona resultados preciosos e seu custo € reduzido,
entretanto, possui algumas limitacOes. Algumas das desvantagens na utilizacdo destes
métodos sdo os fatos deles serem trabalhosos, demorados e demandarem espago fisico e
mao-de-obra (Mattews, 1991). Além disto a deteccdo pode ser dificultada por
caracteristicas do virus em estudo. Por exemplo, em geral os sintomas do mosaico comum
do milho, como j4 citado, sdo mais claramente visiveis em plantas jovens, sendo que
algumas cultivares de milho infetadas podem recuperar dos sintomas, dificultando a

diagnose da doenca (Shurtleff, 1986).

No Brasil, Almeida et al. (2000) purificaram as particulas do virus obtido a partir de
folhas de milho coletadas na drea experimental da EMBRAPA-Milho, Sete Lagoas (MG), e
produziram antisoro-policlonal, purificaram as IgGs (imunoglobulinas que atuam como
anticorpos) e as utilizaram para a realizacdo do teste dot-Elisa. Estes autores também
realizaram a clonagem e seqiienciamento de fragmentos do genoma deste isolado viral e
utilizaram o fragmento em teste de hibridizacdo de acido nucléico dot-blot. Além disto eles
avaliaram e amplificaram de fragmentos do genoma viral utilizando oligonucleotideos
(“primers”) degenerados pela técnica de RT-PCR a partir de RNA total extraido de folhas
infectadas. Os autores concluiram que as trés técnicas utilizadas (dot-ELISA, RT-PCR com
“primers” degenerados e hibridizacdo “dot-blot”), podem ser aplicadas para a detec¢do do
complexo viral do mosaico comum do milho. A utilizagdo de uma ou de outra técnica

dependerd da sensibilidade desejada com a deteccao.
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo da Universidade Federal de

Uberlandia.

3.1. Fonte do isolado viral:

O isolado viral foi obtido pela coleta de folhas de plantas de milho (Zea mays L) com
sintomas de mosaico no municipio de Itumbiara, Sul de Goids e inoculado em plantas de milho
e sorgo conforme descrito no item a seguir (3.2.1). O isolado viral recebeu a denominacdo de
“GO-01" e vem sendo mantido in vivo em plantas de sorgo desde setembro de 2002, na casa-
de-vegetacdo da UFU, pelo método de inoculacdo mecanica (item 3.2.1). O isolado original

também foi dessecado e armazenado a —20 °C.
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3.2. Preservacao dos isolados virais

3.2.1. Manutencao ““in vivo” dos isolados

As particulas de virus presente em folhas de sorgo com sintomas de mosaico pela
infeccdo com o isolado GO-01 foram inoculadas periodicamente, a cada 4 a 6 meses, via
extrato vegetal tamponado, em plantas de sorgo sadias, com 2 a 3 folhas. A planta de sorgo
foi pré-selecionada para manuten¢do e multiplica¢do do isolado viral pela sua caracteristica
de manifestacdo de sintomas evidentes de infeccdo com este isolado viral. As folhas com
sintomas de infec¢ao viral foram maceradas em almofariz, a frio, na presenca de tampao de
fosfato 0,1 M, pH 7,2 contendo sulfito de sédio a 0,1 %, na propor¢do de 1:5
(peso/volume). A inoculacdo procedeu-se em folhas jovens de plantulas utilizando-se

carborundum como abrasivo. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetagao.

3.2.2. Manutencao “in vitro” dos isolados virais

Folhas infectadas com o isolado viral foram finamente cortadas e colocadas sobre
papel-filtro, em frasco com silicagel, durante cerca de 72 horas, a 4°C. Posteriormente, 0s
fragmentos dessecados foram acondicionados em frascos de penicilina, sobre uma camada

de silica-gel, vedados e armazenados em freezer a —20°C.

3.3. Avaliacao da gama de hospedeiros do isolado GO-01

A fim de determinar a gama de hospedeiros do isolado viral, bem como o tipo dos
sintomas causados efetuou-se a inoculacdo mecénica do isolado viral GO-01 em onze

espécies gramineas, sendo trés espécies cultivadas e oito infestantes. As espécies

16



infestantes foram: Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens (braquiéria), Braquiaria
ruziziensis, Braquiaria plantaginea (capim marmelada), Cenchrus echinatus (capim-
carrapicho), Digitaria horizontalis (capim-colchdo), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha),
Sorghum halepense (capim-massambard), que constituem-se espécies da familia Poaceae,
que se incluem entre as plantas daninhas mais comuns em lavouras de milho. Enquanto que
as espécies cultivadas foram: Saccharum officinarum L. (cana-de-acucar), Zea mays L
(milho) e Sorghum bicolor L. (sorgo granifero). O indculo foi preparado pela maceragdo de
folhas de sorgo com sintomas de infeccao viral pelo isolado GO-01, conforme descrito no

item 3.2.1.

As sementes das gramineas infestantes de milho (Zea mays L), de sorgo granifero
(Sorghum bicolor L.) e de capim-massambard (Sorghum halepense) foram cedidas pelo
laboratério de sementes (Lasem) da Universidade Federal de Uberlandia. Apenas as
sementes de capim massambard (Sorghum halepense), semeadas na 2° época do ensaio,
foram coletadas no municipio de Itumbiara, Sul de Goids. A muda de cana-de-acticar foi
coletada na fazenda experimental da UFU (Fazenda do Gléria) e primeiramente esteve
mantida em casa de vegetacdo com a finalidade de constatar sua sanidade quanto a
auséncia de infec¢do viral. A sanidade da muda de cana-de-acucar foi analisada pela
inoculagdo de seu extrato foliar em plantas de sorgo e pela observacdo de seu

desenvolvimento em condi¢Oes de casa-de-vegetacao.

As gramineas foram semeadas em vasos pldsticos em casa de vegetacdo, com
excecdo da cana-de-agicar que apds ter sua sanidade constatada foi multiplicada via

propagacdo vegetativa (toletes), em vasos plasticos, contendo duas partes de substrato para

17



germinacao (Plantimax® ) e duas de areia lavada, uma parte de vermiculita expandida, uma
de himus de minhoca e quatro partes de terra. As plantulas foram inoculadas duas vezes,
com um dia de intervalo, no estdgio de 3 a 4 folhas e foram adubadas semanalmente com
0,3 a0,5 g/vaso de torta de mamona e 1,5 g/vaso de sulfato de magnésio, e quinzenalmente
com 0,5 g/vaso de adubo contendo macro e micronutrientes (15% N, 15% P,0s, 20% KO,
1,1% Ca, 4% S, 0,4% Mg, 0,05% Zn, 0,05% B, 0,1% Fe, 0,03% Mn). Cada tratamento
constitui-se por cinco a seis parcelas (vasos) € uma semana apds a germinagdo efetuou-se o
desbaste das plantas, mantendo-se 2 a 3 plantas por vaso, que entdo foram submetidas a
inoculagdo com isolado viral GO-01. Para o controle experimental, as plantas de um vaso
por espécie ndo foram inoculadas, estiveram mantidas no mesmo ambiente, e submetidas

aos mesmos tratos culturais aplicados as demais plantas.

Todas as plantas inoculadas foram mantidas em condi¢des de casa de vegetagdo, e

avaliadas pela descricao dos sintomas por observagdo a cada 2 a 3 dias durante 30 a 60 dias.

O ensaio foi conduzido em duas épocas distintas do ano. Em cada uma determinou-

se o nimero de plantas com presenca ou auséncia de sintomas de mosaico nas plantas.

Na espécie em que todas as plantas inoculadas ndo apresentaram sintomas da virose,
algumas plantas foram selecionadas ao acaso e o macerado de suas folhas serviram como
in6culo para a avaliacdo quanto a ocorréncia de infeccdo viral latente. Procedeu-se
inoculacdes em plantas jovens de sorgo suscetiveis para verificacdo da existéncia de plantas

assintomaticas.
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A espécie que apresentou ser suscetivel pela incidéncia de sintomas de mosaico, destas
também foram selecionadas ao acaso algumas plantas e o macerado de sua folhas com
sintomas de infec¢do viral serviram como indculo para a reprodu¢@o do sintoma original e para
descartar a possibilidade de contaminacdo por uma outra virose, procedendo-se com a

inoculacdo em plantas jovens de sorgo suscetiveis.

3.4. Avaliacao de amostras de milho de campo

3.4.1 Obtencao de amostras de milho com sintomas de mosaico

Amostras de milho com sintomas de mosaico foram coletadas pelo Sr. Elcio Alves
em Itumbiara—GO, no primeiro semestre de 2004. As amostras foram identificadas como
GO-02, GO-03, GO-04, GO-05, GO-06, GO-07, GO-08, GO-09 e GO-10. E os sintomas
(Figuras 1 e 2) descritos como mosaico (GO-03, GO-04, GO-06, GO-07, GO-08, GO-10),
e mosqueado (GO-02, GO-05, GO-09). Cada amostra foi inoculada em casa de vegetacgao,
conforme descrito anteriormente para avaliar a transmissibilidade do isolado viral presente

na amostra e observacao de sintomas em condi¢des de casa-de-vegetacao.
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FIGURA 1: Sintoma de mosaico FIGURA 2: Sintoma de mosqueado
do Isolado GO-10 do Isolado GO-09

3.4.2 Teste de transmissdo mecanica

Os isolados GO-02, GO-03, GO-04, GO-05, GO-06, GO-07, GO-08, GO-09 e GO-
10 foram submetidos ao teste de transmissdo mecanica pela inoculacdo do macerado de
folhas de milho com sintomas de infec¢do viral conforme descrito no item 3.2.1, em
plantas jovens de milho doce suscetiveis, no estdgio de 3 a 4 folhas. Todas as plantas
inoculadas foram mantidas em condicdes de casa-de-vegetacdo, e avaliadas pela

observacao e descricdo dos sintomas a cada 2 a 3 dias, até 60 dias apds a inoculagio.

Ao final deste periodo os isolados que mantiveram-se com sintomas de infeccao
viral nas plantas de milho doce, foram inoculados em plantas de sorgo granifero (Sorghum

bicolor) conforme descrito no item 3.2.1 e mantidos em casa-de-vegetagao.
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3.5. Analise sorologica dos isolados virais

Amostras de folhas de cana-de-actcar apresentando sintomas de mosaico, referente
aos isolados GO-01 e de sorgo referentes ao isolados GO-01, GO-02, GO-06, GO-08, e

GO-10 (Tabela 1), foram analisadas através de teste de ELISA-indireto.

TABELA 1. Caracterizacao das amostras analisadas no teste ELISA indireto, Uberlandia

MG. 2004
Amostra  Isolado Hospedeiro Sintoma Local de coleta

Am-1 GO-01  Canade Agicar  Mosaico Casa-de-vegetacdo, UFU

Am-2 GO-01  Sorgo Granifero = Mosaico Casa-de-vegetacdo, UFU

Am-3 GO-02  Sorgo Granifero = Mosaico Casa-de-vegetacdo, UFU

Am-4 GO-06  Sorgo Granifero = Mosaico Casa-de-vegetacdo, UFU

Am-5 GO-08  Sorgo Granifero = Mosaico Casa-de-vegetacdo, UFU

Am-6 GO-10  Sorgo Granifero =~ Mosaico Casa-de-vegetacdo, UFU

Am-7 Q4A Milho Mosaico  Campo agricola — Itumbiara-GO

Am-8 27A Milho Mosaico  Campo agricola — [tumbiara-GO
Testemunha - Sorgo Granifero Sadio Casa-de-vegetacdo, UFU

Amostras foliares com sintomas de mosaico foram coletada nas plantas inoculadas
em casa-de-vegetacdo, acondicionadas em saco plastico, identificadas e enviadas para
analise soroldgica nos laboratorios da empresa Agdia Incorporated, localizados em Elkhant,
Indiana, USA (www.agdia.com), por cortesia da empresa Pioneer Sementes Ltda. As

amostras foram testadas contra anticorpos especificos para fitovirus que infectam o milho e
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listados a seguir: Barley stripe mosaic virus (BSMV, Hordeivirus), Barley yellow dwarf
virus (BYDYV, Luteovirus), Brome mosaic vius (BMV, Bromovirus), Cucumber mosaic
virus (CMYV, Cucumovirus), Maize mosaic virus (IMMV, Nucleorhabdovirus), Maize streak
virus (MSV, Mastrevirus), Maize stripe virus (MSpV, Tenuivirus), Maize white Ine mosaic
virus MWLMYV), Sugarcane mosaic virus (SCMV, Potyvirus) (Brunt et al., 1996). As
amostras também foram testadas contra anticorpo degenerado para Potyvirus e anticorpo
especifico para Corn stunt spiroplasm, segundo Pinto et al. (1997) um espiroplasma que

infecta o milho.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da gama de hospedeiros

A inoculagdo do isolado viral GO-02 nas onze gramineas testadas para avaliacdo da
gama de hospedeiro, evidenciou que as espécies Sorghum halepense (capim massambard),
Brachiaria plantaginea (capim-marmelada), Digitaria horizontalis (capim colchdo),
Saccharum officinarum, Zea mays L. e Sorghum bicolor mostraram-se suscetiveis
apresentando incidéncia de sintomas de mosaico (Tabela 2). Estas gramineas podem ser
reservatorio do virus do mosaico do milho, constituindo-se fontes de inéculo para a cultura

implantada e portanto dificultando o controle da doenga em condi¢des de campo.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados de infeccdo das gramineas cultivadas e

infestantes ao isolado viral GO-01.
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TABELA 2 — Reacdo de espécies gramineas cultivadas e infestantes ao isolado viral GO-
01 agente do mosaico comum do milho em Itumbiara, Sul de Goids.

‘o . 1* avaliacdo * 2* avaliacao * Reacdo
Espccie graminea sintomatoldgica **
Brachiaria brizantha 0/15(0) 0/12(0) SS
Brachiaria decumbens 0/15(0) 0/12(0) SS
Brachiaria plantaginea - 1/1(100) Mos
Brachiaria ruziziensis 0/15(0) 0/11(0) SS
Cenchrus echinatus 0/15(0) 0/11(0) SS
Digitaria horizontalis 11/15(73,3) 1/1 (100) Mos
Eleusine indica 0/15(0) 0/12(0) SS
Saccharum officinarum - 1/3(33,3) Mos
Sorghum bicolor 12 /12 (100) 12 /12 (100) Mos
Sorghum halepense 0/15(0) 5/18 (27,8) Mos
Zea mays L - 12/ 12 (100) Mos

Obs: * ndmero de plantas com sintomas / nimero de plantas inoculadas, entre paréntese a porcentagem (%)
** SS - planta sem sintoma; Mos - sintoma de mosaico
- plantas ndo testadas

Os sintomas, em geral, iniciaram 10 a 15 dias apds a inoculagdo, com a presenga de
um mosaico tipico, muito nitido em folhas jovens, caracterizado pela presenca de manchas
verde-claro, que contrastam com manchas verde normal, concordando com as descri¢cdes

feitas por Shurtleff (1986).

As espécies que ndo mostraram sintomas foram: Brachiaria brizantha, Brachiaria
decumbens (braquidria), Braquiaria ruziziensis, Cenchrus echinatus (capim-carrapicho), e

Eleusine indica (capim-pé-de-galinha). Nenhuma destas espécies citadas mostraram
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sintomas quando o macerado de suas folhas foram inoculadas em plantas de sorgo, portanto

ndo observou-se a presenga de plantas assintomatica.

Na avaliacdo da gama de hospedeiro do isolado GO-01 ndo foi observado em
relacdo a sintomas a presenca de enfezamento e/ou necrose em nenhuma das plantas de
sorgo inoculadas. Ja para Almeida et al. (2001) que avaliaram a reacd@o ao virus do mosaico
comum do milho, de quatorze gramineas da familia Poacea, sendo dentre as quatro espécies
avaliadas o sorgo granifero uma delas, nesta espécie algumas plantas apresentaram necroses

nas folhas.

Para Almeida et al. (2001) as espécies infestantes Cenchrus echinatus e Eleusine
indica foram infectadas pelo complexo viral estudado por estes autores, mas nao

apresentaram-se suscetiveis ao isolado GO-01.

Saccharum officinarum e Sorghum halepense (capim-massambard), mostraram-se
suscetiveis ao isolado GO-01, através da ocorréncia de sintomas tipicos, embora o
aparecimento destes na cana-de-agticar tenha sido mais demorado em relacdo as outras
espécies também suscetiveis. No entanto para, Almeida et al. (2001), dentre as espécies que
ndo mostraram sintomas foliares de mosaico caracteristicos encontram-se a cana-de-agucar,

e 0 capim massambara.

Esta diferenca pode indicar a existéncia de variabilidade genética viral, entretanto os

resultados sdo insuficientes para descartar a hipdtese de tratar-se de espécies diferentes.
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As espécies Sorghum halepense, Brachiaria plantaginea, Digitaria horizontalis,
Saccharum officinarum e Zea mays L apresentaram-se suscetiveis em relacdo ao isolado
GO-01 mostrando sintomas de infec¢do viral. Do macerado de sua folhas efetuou-se a
inoculacdo em plantas jovens de sorgo para reproducdo e certificacdo dos sintomas surgidos
nestas plantas teste. Observou-se que as plantas de sorgo apds inoculacdo apresentaram

sintomas caracteristicos da virose.

Além do milho e do sorgo, as espécie selvagens capim-marmelada, capim colchio e
capim massambard destacaram-se pela alta susceptibilidade ao isolado GO-01,
apresentando plantas com sintomas de mosaico com maior severidade. O conhecimento
deste fator para Almeida et al., 2001 permite a recomendacdo de medidas de controle para
essa virose, pela eliminac¢do de fontes de indculo proporcionadas pela presenca de plantas
infestantes apresentando sintomas de mosaico, possivelmente presentes nas dareas

destinadas ao plantio de milho.

4.2. Avaliacao de amostras de milho com sintomas de mosaico comum

Na Tabela 3 encontram-se os resultados do teste de transmissdo mecanica dos nove
isolados virais de campo, inoculados em plantas de milho doce, com seus respectivos
sintomas. Apos 10-14 dias da inoculacdo, as plantas de milho inoculadas com os isolados

GO-02, GO-03, GO-06, GO-07, GO-08, GO-10 apresentaram sintomas da doenca.
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TABELA 3 — Resultado do teste de transmissdo mecanica de virus presente em amostras
de milho com sintoma de mosaico, coletadas em Itumbiara GO, em abril de
2004, e os sintomas causados pelo isolado viral na planta teste inoculada.

34 d.a.i. 60 d.a.i
Isolado viral Transmissao . Transmissao .

mecanica Sintoma mecanica Sintoma
GO-02 1/6 (16,67) Mosaico 1/6 (16,7) Mosaico
GO-03 1/6 (16,67) Mosaico 0/6 (0) -
GO-04 0/6 (0) - 0/6 (0) -
GO-05 0/6 (0) - 0/6 (0) -
GO-06 4/6 (66,67) Mosaico 4/6 (66,67) Mosaico
GO-07 1/6 (16,67) Mosaico 0/6 (0) -
GO-08 2/6 (33,33) Mosaico 2/6 (33,33) Mosaico
GO-09 0/4 (0) - 0/4 (0) -
GO-10 4/6 (66,67) Mosaico 4/6 (66,67) Mosaico

Obs: * nimero de plantas com sintomas / niimero de plantas inoculadas, entre paréntese a porcentagem (%)
(d.a.i.) — dias ap6s a inoculagdo

- sem sintomas

As plantas de milho teste inoculadas com os isolados GO-04, GO-05 e GO-09 nao
apresentaram sintomas de infec¢do viral. Este fato leva a duas provaveis causas: isolados
virais ndo possuirem a caracteristica de serem transmitidos mecanicamente ou porque a
eficiéncia da transmissdo mecanica destes virus é muito baixa e o nimero de plantas

testadas ndo foram suficientes para a transmissdo, uma vez que esta ocorre ao acaso.

Os sintomas de infeccdo viral nas plantas de milho inoculadas com GO-03 e GO-07
desapareceram com o desenvolvimento das plantas. Segundo Shurtleff, (1986) em geral os

sintomas do mosaico comum do milho, como ja citado, sdo mais claramente visiveis em
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plantas jovens, sendo que algumas cultivares de milho infetadas podem se recuperar dos
sintomas, dificultando a diagnose da doenga. Destacando-se, portanto, o acompanhamento

mais cauteloso possivel e assiduo para observacdo dos sintomas.

4.3. Analise sorologica pelo teste ELISA-indireto

A Tabela 04 apresenta os resultados da andlise sorolgica de amostras com sintomas
de infec¢do por virus causando mosaico em milho. Através do teste ELISA-indireto, os
isolados virais GO-01; GO-02; GO-06; GO-08; GO-10; Q4A e 27A ndo reagiram com
anticorpo especifico para os virus BSMV, BYDV, BMV, CMV, MMV, MSV, MSpV,
MWLMV, e SCMV, indicando que as amostras ndo estavam infectadas por nenhum destes
virus. As amostras também ndo reagiram com anticorpo especifico para Corn stunt
spiroplasm, indicando que os sintomas nio eram causados por espiroplasma. Entretanto,
ocorreu a reagdo do virus presente nas amostras com sintomas de infec¢do viral com o
anticorpo degenerado para Potyvirus e ndo houve reacdo com a amostra de sorgo sadia.
Estes ultimos resultados indicam a presenca de potyvirus nas amostras de folha
apresentando sintomas tipicos de mosaico e mosqueado. Portanto, indicam também que as
amostras de milho com sintoma de mosaico proveniente do municipio de Itumbiara
estavam infectadas por virus pertencente ao género Potyvirus. Observa-se assim, que a
virose encontra-se presente na regido de Itumbiara-GO, concordando com os resultados
obtidos Almeida et al. (2001) que analisaram amostras de folhas milho com sintomas de
mosaico, provenientes das regides de Gdias, Sdo Paulo, Minas Gerais e Distrito Federal,
cuja presenga de potyvirus foi confirmada, pelo teste de dot-Elisa, observando que a virose

encontra-se disseminada em importantes regides produtoras de milho.

28



ousinue osnsadsar op vdussaad v nojasap odioonue o ‘wansod opdean (+)
ouinue o ansadsar op vhusaid ® nojae p opu odioonue o Baedzu opiea ()

rusepdonds jums wos - 887
emsegdoaplsy el
snapjog ‘aoprgadiog SILI DPEEON AUDENG - ADS
‘pednosdun ERLIA OO UL 2Ry ITI0 - AT
SR RUS J SN Adpags aTe Ry - adsyg
PRI SO BUPIGA U NI S YRR FTIOPY - AS
h.._tu_.a.n_mu_m_._.:HL.n_w_.__u._m..{_. N%__L.:___DE.EW_E— h._mLu__A uu_._.uhﬁ_m_: w_u..umu.h.f.. o aﬁﬁ
SO N FEPL OO LA DIPFONE J2GUININT AN
EL PP T FOP LA EH T T - ANE
h,._.C._,___Q..u_.:..I._q ..WCMu. __.po.:_ml._q h.:Lu_.au_..._my:.—wu _SDbE.;ﬂ.A...uﬂ.__Ltm o ._.E._urm
SIMAPIC | SN ROSoU A LS K3 0E - AINSH
LTS e [eaps opadsy s
OALISO]
i+ i+) i+) i+) i+) i+ ) i+) i+) i+) ajonuon)
i-) i-) i-) i-l i-) i-) (-) i-l i-) i-) (-) oIprg  QIsjIuIf) ofI1og 6y
i-) i+) i-) i-) i-) i-) i-) (=) i-) (-) (-)  oomsoy Uy ViC gy
i-) i+) i-) i-) i-) i-) i-) i-) i-) (-) {(-)  ooresoly oy V0 Ly
i-) i+) i-) i-) i-) i-) (-) (=) i-) i-) (=) 0oEsOp oIAfIUERID ORIO§ 0r-0o oy
i-) i+) i-) i-) i-) i-) i-) i-) i-) (-) (-] oomsoly ousajluein) 0F10§ 20-0D gy
i-) i+) i-) i-) i~ i-) i-) (- i-) i-) (=) oomsop oIAIUERID ORIO§ a0-0D Yy
i-) i+) i-) i-) i-) i-) (-) i-) i-) i-) (-] oomesoly oIajluEIn) 0F10§ z0-0D gy
i-) i+) i-) i-) i-) i-) i-) (- i~ i-) (=) 0omEsop oIIUERID ORI0§ -0 Ty
i) (+) (- = (= 0 0 0 (=) () (=) oomsopy Jeandy ap vury 10-0D [y
6 snadiog AWOS AIWTMIN AYSIN ASIN AIWIN AIND  AINE AJAH ANSH vwouIg omapadsopy [BI1A OpE[OS]  BHSOWY

DI

[erp aadsg

(BPYT SAUALAG J2UO0L] RISA0) (T OUIN[ (WO BIPFE smmm)
ws Cvueipu] C‘payeaodioou) wipfy wsardwe wp ouoiuacqe] ou olapuI-WS[H 2P ANsA op sopmnsay b VAV

29



5. CONCLUSAO

Dentre as gramineas avaliadas pelo teste de gama de hospedeiro as espécies
Digitaria horizontalis, Brachiaria plantaginea, Sorghum halepense, Sorghum bicolor,
Saccharum officinarum e Zea mays L. mostraram-se suscetiveis ao isolado GO-01 pela

presenca de sintomas evidentes de infeccao viral.

As espécies Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens, Brachiaria
ruziziensis, Cenchrus echinatus e Eleusine indica nao foram suscetiveis ao isolado GO-
01. Ainda em relacdo a essas gramineas ficou comprovada a nao existéncia de plantas

assintomaticas.

No teste de transmissd@o mecanica através da técnica de EVT (extrato vegetal
tamponado), os isolados virais coletados no campo identificadas como GO-02, GO-03,
GO-06, GO-07, GO-08 e GO-10 apresentaram-se mecanicamente transmissiveis. Os
isolados GO-04, GO-05 e GO-09 ndo apresentaram como transmitidos mecanicamente.

Os isolados virais GO-01, GO-02, GO-06, GO-08 e GO-09 pertencem ao genéro
Potyvirus. No entanto, estes isolados ndo reagiram com anticorpo do Sugarcane mosaic

virus (SCMV).
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As espécies de gramineas selvagens Digitaria horizontalis, Brachiaria
plantaginea, Sorghum halepense podem ser fonte de indculo para o virus do mosaico do

milho.
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