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RESUMO

Objetivando avaliar a reagdo de genétipos de milho ao virus do mosaico comum do
milho (Isolado GO-01), foi instalado um experimento em casa de vegetacdo, na Universidade
Federal de Uberlandia. O ensaio foi instalado com quatro repeti¢cdes ao tempo, em épocas
distintas, e em cada época foram feitas avaliacdes da porcentagem de plantas com a presenca
de sintomas de mosaico. Foram utilizados 18 genétipos de milho, recomendados para a regido
do Triangulo Mineiro e Sul de Goids na safra 2004/2005 e o sorgo, totalizando 19
tratamentos. O ensaio foi realizado utilizado o isolado viral GO-01 mantido in vivo em plantas
de milho doce, cultivadas em vaso na casa de vegetacdo. A inoculacdo foi mecanica via
extrato vegetal tamponado (EVT). Cada planta inoculada foi avaliada quanto a presenca ou
auséncia de sintomas de mosaico, aos 15 e 30 dias apds a inoculagdo. Os resultados obtidos
indicaram que dentre os gendtipos avaliados os hibridos de milho 3027; 3021; ISLASOS;
30F98; 30F88; 30F33 e o sorgo apresentaram incidéncia de sintomas de mosaico superior a
50%. Os gendtipos AG1051, GNZ2728, 30F44, 3041 e 30F87 apresentaram incidéncia entre
20 e 50%. Apenas os cultivares 30P70, C435, 30F80 e 30F90; 30S40; BR106 e o Milho Doce

apresentaram incidéncia de plantas com mosaico inferior a 20%.
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1 INTRODUCAO

O milho vem sendo utilizado tradicionalmente como fonte energética na alimentacao
humana e animal representando 70% da demanda mundial. Seu uso também se ampliou para a
industrializacdo (produgdo de amido, dlcool, adogantes, dleos, etc.) e os Estados Unidos para
este fim deverdo absorver mais que a sua produgdo da safra 2003/04, segundos dados de seu
Departamento de Agricultura (USDA) (SILVA, 2004).

O avancgo obtido na drea plantada mundial, entre 1991 e 2001, foi apenas de 5%,
alcancando 138 milhdes de hectares, de acordo com a Organizacdo das Na¢des Unidas para
Alimentagdo e Agricultura (FAO). No mesmo periodo a produ¢do mundial cresceu
aproximadamente 26%. Houve, pois, forte ganho de produtividade de 20%, devido a maior
aplicacdo de fertilizantes e aos progressos no melhoramento genético (SILVA, 2004).

Em 2005/06 a producdo mundial foi estimada em aproximadamente 668 milhdes de
toneladas (Instituto FNP-Agosto2005). Os principais produtores de milho na primeira safra
(2005/2006) foram EUA, China, Unido Européia e Brasil, com 274, 127, 48 e 44 milhdes de
toneladas, respectivamente. A mesma ordem de duas décadas atris e, segundo as previsdes do
USDA/FNP, a mesma da préxima década (SILVA, 2004).

A produgdo de milho no Brasil safra 2004/05, foi de 35 milhdes de toneladas e a area
de cultivada, em 12.025.700 hectares. Embora essa producao seja distribuida em todas as
regides do Pais, ela se concentra nas regides Sudeste (33,1%), Sul (45,5%) e Centro-Oeste
(9,7%). A producdo da safrinha foi estimada, em 2005, em 7.704.500 toneladas,
correspondendo a 22% da producdo total de milho do Brasil, para uma area plantada de
3.000.000 hectares (AGRIANUAL 2006).

O milho sempre foi considerado uma planta rudstica, capaz de suportar bem varios tipos
de estresse ambiental. Entretanto, com a expansao das fronteiras agricolas, com a préatica da
monocultura e com a ampliacdo 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 sao
realizados cultivos sucessivos de milho, permite a perpetuacdo e o acumulo de in6culo de
patégenos, bem como a sobrevivéncia de insetos vetores, e assim aumenta grandemente a
incidéncia e a severidade de muitas doencas (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000).

A literatura brasileira destaca a doenca denominada risca € 0 mosaico comum como

viroses limitantes a producao de milho (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000; PEREIRA, 1997;



PINTO et al., 1997). No Brasil, Waquil et al. (1996) observaram a ocorréncia principalmente
de rayado fino e de mosaico comum, causando perdas, respectivamente, de 28,64 ¢ 47,50% no
peso dos graos. Estes autores notaram a variagdo de 0 a 100% na incidéncia dessas viroses nos
hibridos comerciais de milho. Em condi¢des brasileiras existem relatos da ocorréncia do
Sugarcane mosaic virus (SCMV), Maize rayado fino virus (MRFV) e do Maize mosaic virus
(MMV) (COSTA et al. 1971; KITAJIMA, 1979).

O mosaico comum do milho (Zea mays L.) tem sido encontrado em alta incidéncia em
vérias regides produtoras de milho no Brasil. Quando ocorre isoladamente em plantas de
milho, pode causar reducdo da ordem de 50% na producao; quando ocorre associado a outras
viroses seus efeitos podem ser mais drasticos (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000).

Na década de noventa o mosaico comum do milho destacou-se como uma das doengas
mais importantes na cultura do milho, devido ao aumento na sua incidéncia e pela
possibilidade de perdas que podem acarretar a producao de sementes e graos (WAQUIL et al.,
1996). A importancia econdmica do mosaico intensificou-se com a expansao da drea cultivada
com o milho safrinha (semeado em fevereiro/margo) e com a adoc¢do da irrigacdo, que reduziu
a sazonalidade do plantio e sobrepds ciclos da planta no campo, culminando com a
perpetuacdo de pragas e patégenos no agrossistema (WAQUIL et al.,1996).

Diante da severidade e da disseminac¢do dessa doenca, estudos visando selecionar
material que apresente resisténcia sdo de grande importancia. Nesse sentido, o presente
trabalho objetivou avaliar a reacdo de gendtipos de milho quanto ao virus da mesma espécie

do isolado viral GO-01.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O mosaico comum do milho

A virose do mosaico comum do milho foi descrita pela primeira vez em 1965
ocasionando perdas considerdveis na produg¢do em diversas provincias do Estado de Ohio,
EUA. Atualmente a doenga se encontra distribuida mundialmente, em regides temperadas e
tropicais (ALMEIDA et al., 2001; WAQUIL et al., 1996).

No Brasil, a virose foi inicialmente descrita por Costa et al. (1971) como sendo
causada por estirpes do Sugarcane mosaic virus (SCMV). Avaliacdes do efeito dessa virose
sobre a producdo de cultivar suscetivel mostram redugdo da ordem de 50% no peso dos graos
(PINTO et al., 1997).

Essa virose é causada por um complexo viral pertencente ao gé€nero Potyvirus, familia
Potyviridae (ALMEIDA, 1999), cuja transmissao € realizada por vérias espécies de afideos,
entre os quais destaca-se o pulgdo do milho (Rhopalosiphum maidis L.), pela eficiéncia na
transmissao.

Os sintomas foliares do mosaico caracterizam-se pela presenca de manchas verde-
claro, que contrastam com manchas verde normal e, ocasionalmente, enfezamento e necrose
(PIRONE, 1972). Os sintomas aparecem primeiro nas folhas mais jovens como um mosaico
ou mosqueado irregular de coloracdo verde-claro a escuro. No entanto, podem desenvolver-se
para faixas estreitas ao longo das nervuras, que aparecem como ilhas de verde-escuro em um
fundo clorético. Por outro lado, em determinadas cultivares, as plantas podem tornar-se verde-
amareladas. Plantas com esses sintomas freqiientemente apresentam perfilhamento excessivo,
proliferacdo de espigas em um mesmo nd ou em varios nds, € pouca producdo de sementes
(SHURTLEFF, 1986).

A infeccdo em estdgios iniciais de crescimento causa redu¢do na altura da planta e no
desenvolvimento da espiga. Neste tltimo os prejuizos sdo no peso, comprimento, didmetro e
nimero de grdos na base da espiga. Além desses, pode-se atribuir também, atraso na
maturagdo das sementes (GREGORY; AYERS, 1982). Por outro lado, segundo Balmer
(1980) em plantas mais velhas os sintomas sdo menos visiveis, podendo passar despercebidos.

A virose do mosaico comum do milho tem sido encontrada em alta incidéncia em
vdrias regides produtoras desse cereal no Brasil (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000). Essa

doenca geralmente ocorre em surtos, sendo favorecida pela presenca de fonte de indculo



proporcionada por gramineas infectadas, presenca de afideos vetores, suscetibilidade da
cultivar e por plantios tardios da safra de verdo (ALMEIDA, 1999). Segundo esse autor, ela
pode ser encontrada com freqiiéncia ocorrendo simultaneamente com enfezamentos causados
por fitoplasma e espiroplasma e com outras viroses como a risca (MRFV — Maize rayado fino
virus), o que dificulta a distin¢do dos sintomas no campo, bem como a diagnose dessas
isoladamente.

De acordo com Almeida et al. (2001) e Waquil et al. (1996), o emprego de hibridos de
milho susceptiveis e a presenca de plantas hospedeiras tém contribuido para maior incidéncia
da doencga, culminando em sérios prejuizos a produ¢do. A maior proliferacdo do virus ocorre
nos meses de dezembro e janeiro, coincidindo com altos indices de precipitagao pluviométrica
e a temperaturas mais elevadas, o que favorece também, o desenvolvimento de afideos
vetores. Além disso, nessa época do ano hd abundancia de gramineas hospedeiras,
dificultando as medidas de controle.

Em Sete Lagoas (MG), Waquil et al. (1996) verificaram maior incidéncia de SCMV
em hibridos comerciais de milho na semeadura de dezembro, em relacdo a de outubro, e
atribuiram este fato ao alto potencial de inéculo do virus, nas proximidades do ensaio,
proporcionado pela presenca de grande quantidade de capim marmelada (Brachiaria
plantaginea), apresentando sintomas da doenca.

Amostras de folhas de milho apresentando sintomas de mosaico, provenientes de
diversos municipios localizados em regides produtoras de Sdao Paulo (Vale do Paranapanema
e Alta Mogiana), Minas Gerais, Goids (Santa Helena de Goids) e Distrito Federal, foram
analisadas através de teste soroldgico para verificar a presenga de potyvirus. Através do teste
dot-ELISA, a presenca de potyvirus foi confirmada, provando que a doenca encontra-se
disseminada em importantes regides de cultivo de milho (ALMEIDA et al., 2001).

Nessa linha de pesquisa, Oliveira et al. (1996) avaliaram a incidéncia de viroses em 24
lavouras de milho no Parand e verificaram que todas as plantas com sintomas do Maize dwarf
mosaic virus € do Maize rayado fino virus apresentavam a infeccdo por estes virus, com
incidéncia inferior a 0,66%. Esses autores atribuiram a baixa incidéncia, a auséncia de
gramineas silvestres apresentando sintomas dessas viroses, as quais poderiam constituir fonte

de indculo para o milho.
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2.2 Agente causal do mosaico comum do milho

O mosaico comum do milho € causado por um complexo viral que infecta o milho e
cujas espécies pertencem a familia Potyviridae, género Potyvirus. Tradicionalmente, estirpes
originadas em cana-de-actcar foram designadas como estirpes do Sugarcane mosaic virus,
SCMV, e aquelas originadas em milho como estirpes de Maize dwarf mosaic virus, MDMV
(SHUKLA et al., 1989).

O SCMV pertence ao género Potyvirus e forma particulas alongadas, com cerca de
750 pm de comprimento e 13 um de didmetro (PINTO et al., 1997). Recentemente, Shukla et
al. (1989) compararam 17 estirpes de SCMV e MDMV da Austrdlia e dos EUA, utilizando
anticorpos policlonais virus-especifico direcionados para a regido N-terminal da capa
protéica. Com base no padrdo de reatividade desses anticorpos, foi possivel agrupar as
estirpes em quatro espécies de potyvirus diferentes: Johnsongrass mosaic virus, MDMYV,
SCMV e Sorghum mosaic virus. Como os estudos foram realizados em algumas estirpes da
Austrélia e dos EUA, existem ainda um nimero considerado de estirpes de MDMV e SCMV
de diversos paises, incluindo as americanas, que necessitam ser devidamente caracterizadas.
Todos esses virus e suas estirpes constituem um complexo viral que infeta o milho, causando
sintomas de mosaico (DOUGHERTY; CARRINGTON, 1988; HARI, 1981; HOLLINGS;
BRUNT, 1981; SHUKLA et al., 1989; SHUKLA et al., 1991).

Entre as estirpes desse complexo viral, Fuchs e Gruntzig (1995) verificaram que
Sugarcane mosaic virus, SCMV e Maize dwarf mosaic virus, MDMV, s3o as mais
importantes potyviroses que causam perdas significativas na produgdo de grdos e forragem
em gendtipos de milho susceptiveis.

Na natureza, mais de 20 espécies de afideos sdo vetores dos virus que causam o
mosaico comum do milho. Eles adquirem os virus em poucos segundos ou minutos, quando
se alimentam em uma planta infectada e também, com rapidez, transmitem o virus adquirido a
uma planta sadia. Essa transmissao € do tipo ndo persistente, e o periodo de tempo em que 0s
afideos retém e transmitem os virus apds a aquisi¢do, pode variar de poucos minutos a varias
horas. Aparentemente, hd pouca especificidade na transmissdo desses virus, sendo conhecidas
espécies de afideos vetores em trés subfamilias diferentes. Contudo, as espécies
Ropalosiphum maidis, Schizaphis graminum e Myzus persicae sdo vetores muito eficientes
(FERNANDES; OLIVEIRA, 2000; PIRONE, 1972). Nas condic¢des brasileiras, predomina o
Rhopalosiphum maidis (WAQUIL et al., 1996).



11

No Brasil, amostras de folhas com sintomas de mosaico, oriundas de diversas regides
produtoras de milho foram utilizadas por Almeida et al. (2000), para a caracterizagdo
molecular das estirpes. Pela comparacdo das seqii€éncias de um fragmento de 5,0 pb da capa
protéica do virus ampliado pela técnica de RT-PCR, foi detectada a maior similaridade com o
MDMV-B (86,3%), seguido do SCMV (81,8%). Para o Sorghum mosaic virus (StMV) e
Johnsongrass mosaic virus (JGMV), os valores foram 77,1% e 70,2%, respectivamente.
Entretanto, o mosaico comum do milho n3o tem sido extensivamente estudado quanto a
existéncia de estirpes e diferenciacdo nesses potyvirus (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000;
PINTO et al., 1997). A andlise da porcentagem de similaridade das seqiiéncias de
nucleotideos entre o clone do fragmento de 335,0 pb obtidos de um isolado de Sete Lagoas
(MG) e os quatro potyvirus que causam O mosaico, mostrou maior valor para o MDMV-B
(86,3%) seguido do SCMV (81,8%). Para o StMV e JGMYV os valores foram 77,1% e 70,2%,
respectivamente (ALMEIDA et al., 2000). Além disso, deve-se considerar a grande
variabilidade dos virus componentes do complexo viral do mosaico comum, o que sugere a
necessidade de mais estudos com relacdo a distribuicdo e predominincia desses potyvirus,
visando ao desenvolvimento de cultivares resistentes (ALMEIDA et al., 2001).

Em estudos realizados por Melo (2000), foram também empregadas amostras de
folhas de milho sintomaéticas, coletadas em diferentes regidoes produtoras brasileiras. A partir
do RNA total dessas amostras e utilizando primers especificos para as quatro estirpes do
complexo viral, foi possivel amplificar um fragmento de 1.072 pb em uma das amostras.
Através da utilizacdo desse fragmento como sonda, foi possivel verificar que a referida estirpe
estava presente em 91,9% das amostras analisadas, evidenciando a predominancia do
MDMV-B, bem como a sua alta disseminacao entre as regides produtoras de milho no Brasil.
Apesar de apresentarem sintomas tipicos da doenca, 8,0% das amostras testadas ndo
hibridizaram com a sonda de DNA, sugerindo, provavelmente, a presenca de outras estirpes
e/ou espécies componentes do complexo viral do mosaico-comum-do-milho.

A ampla disseminagdo desse complexo viral se deve, também, a extensa gama de
plantas passiveis de hospedar o virus. Almeida et al. (2001) verificaram, com base nos
sintomas apresentados e testes Dot-ELISA, utilizando anti-soro contra esse grupo viral, que os
vegetais capim-braquidria, capim-carrapicho, capim-colchdo, capim-pé-de-galinha, milho,

milheto e sorgo-rio sdo plantas hospedeiras.
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2.3 Métodos de inoculacao

Os fitovirus com melhor caracterizacdo sdo aqueles facilmente transmitidos
mecanicamente (YARWOOD, 1957). Por isso, qualquer método que permite a transmissao de
virus que antes ndo era transmitido mecanicamente € de grande interesse. As primeiras
tentativas para transmitir fitovirus utilizaram métodos usados por médicos ou que imitavam a
picada de prova dos insetos. Certamente, a transmissdo mecanica por atrito € o método mais
utilizado para transmissdo de fitovirus. De acordo com Rawlins e Tompkins (1936),
provavelmente esse método foi utilizado pela primeira vez por Reddick e Stewart em 1919, e
posteriormente, sua eficiéncia foi aumentada pela adicdo de carboneto de silicio (SiC) ao
indculo.

Posteriormente, surgiram métodos que aumentaram a eficiéncia da transmissio
mecanica envolveram equipamentos mais sofisticados, tais como, ar pressurizado
(LINDNER; KIRKPATRICK, 1959), inoculador de jatos sélidos (LOUIE et al., 1983;
MUMFORD, 1972), endosmose elétrica (POLSON; WECHMAR, 1980), microinoculagdo
(KONATE; FRITIG, 1984), bombardeamento de particulas (SANFORD et al., 1987) e
ferimento de embrido (ZHAMG et al., 1991).

Recentemente, foi desenvolvido um método de perfuracao de sementes de milho com
agulhas entomoldgicas, para aumentar a taxa de transmissao de Maize white line mosaic virus
(MWLMYV), sem causar injurias letais ou teratogé€nicas nas plantulas desse vegetal. Esse
método consiste na embebiciao das sementes com dgua por 12 a 24 horas, a 4° C, seguida pela
inoculagdo de extrato vegetal nos vasos localizados ao lado do embrido da semente, através de
perfuracdo com trés agulhas entomoldgicas nimero zero alinhadas lado a lado. Imediatamente
ap6s a inoculacdo as sementes sdo colocadas em toalhas de papel com 50 mL de 4gua,
incubadas a 30°C durante 24 horas e, em seguida, colocadas no solo (LOUIE, 1995).

Utilizando esta metodologia, Louie (1995) testou a transmissao de nove fitovirus que
infectam o milho, e observou que todas as plantas inoculadas pelo método de perfuragdao dos
vasos apresentaram sintomas tipicos de cada virose. Os sintomas de infeccdo com Maize
dwarf mosaic potyvirus (MDMV), Maize white line mosaic virus MWLMYV) e Wheat subtle
mosaic virus (WSMV) foram observados na primeira folha da plantula de milho inoculadas, e
com Maize chorotic dwarf waikavirus (MCDV), Maize mosaic rhabdovirus (MMV), Maize
rayado fino marafivirus (MRFV), Maize streak geminivirus (MSV) e Maize subtle mosaic
virus (MSMV) na segunda ou terceira folha da plantula. Para a infeccdo do MRDV, os

sintomas foram observados apenas em folhas acima da espiga.
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O método de inoculagdo por perfuragdo vascular em graos de milho é uma técnica
efetiva para transmissao de virus do milho sem a utiliza¢ao de vetores e pode transmitir virus
a partir do extrato de folhas infectadas e de solugdes de virus purificado (LOUIE, 1995;
REDINBAUGH et al.,, 2001). Segundo Louie et al. (2000), o método foi critico para
transmitir e caracterizar um novo virus, o Maize necrotic streak virus (MNeSV), para o qual
nenhum vetor tinha sido identificado. Além disto, o método também pode ser ttil para
inocular virus em sementes de outros cereais, tais como trigo, cevada, arroz e soja (MADRIZ-

ORDENANA et al., 2000; REDINBAUGH et al., 2001).

2.4 Métodos de deteccao do virus

Os sintomas de plantas doentes no campo em geral sdo inadequados para dar uma
identificacdo positiva, particularmente quando vérios virus causam sintomas semelhantes.
Entretanto, algumas espécies ou cultivares de plantas produzem sintomas caracteristicos e
consistentes quando inoculados em casa-de-vegetacdo. Além disso, a gama de hospedeiros
também € importante e as vezes um critério fundamental na diagnose. Algumas das
desvantagens na utilizacdo desses métodos decorre do fato de eles serem trabalhosos,
demorados e demandarem espaco fisico € mdo-de-obra (MATTEWS, 1991).

Além do mais, a deteccdo pode ser dificultada por caracteristicas do virus em estudo.
Por exemplo, em geral os sintomas do mosaico comum do milho s@o mais claramente visiveis
em plantas jovens, sendo que algumas cultivares de milho infetadas podem se recuperar,
dificultando a diagnose da doenga (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 e Sorgo, em Sete Lagoas
(MG). Eles produziram antisoro-policlonal, purificaram as IgGs e utilizaram-nas para a
realizacdo do teste dot-Elisa. Os autores também realizaram a clonagem e seqiienciamento de
fragmentos do genoma desse isolado viral, e utilizaram o fragmento em teste de hibridizacdo
de 4cido nucléico dot-blot. Nao obstante, eles avaliaram a amplificacdo de fragmentos do
genoma viral utilizando oligonucleotideos (“primers”) degenerados pela técnica de RT-PCR,
a partir de RNA total extraido de folhas infectadas. Eles concluiram que as trés técnicas
utilizadas (dot-ELISA, RT-PCR com “primers” degenerados e hibridizagao “dot-blot”),

podem ser aplicadas para a deteccdo do complexo viral do mosaico comum do milho.
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A utilizacdo de uma ou de outra técnica dependerd da sensibilidade desejada com a
deteccao, da disponibilidade de recursos econdmicos e da finalidade do trabalho (ALMEIDA
et al., 2000).

Almeida e et al. (2001) utilizaram a técnica de dot-ELISA para confirmar a presenca
de potyvirus em vdrias amostras de folhas de milho apresentando sintomas de mosaico,
alcancando bons resultados.

Jiang e Zhou (2002), fizeram uso da técnica de RT-PCR e da andlise de seqiiéncias de
nucleotideos para confirmar que o mosaico ando do milho, na China, era causado
predominantemente pelo SCMV. Em seguida, Jiang et al. (2003) produziram anticorpo
monoclonal contra um isolado chinés do SCMV e detectaram o0 SCMV em amostras de milho

em diferentes regides daquele pais.

2.5 Efeito do ambiente na infeccao viral

Alteragdes na taxa de multiplicacdo e na concentragdo do virus sdo dependentes da
temperatura. Tu e Ford (1969 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004)
demonstraram que em milho hd uma relacdo direta entre temperatura e concentragao,
incubacgdo e infeccado por MDMYV. Nesse trabalho, os autores verificaram que a concentracao
do virus na seiva da planta foi aumentada diretamente com o aumento da temperatura, assim
como também, notaram que a percentagem de plantas de milho infectadas foi maior nas
temperaturas mais elevadas de pré e de pds-inoculacdo. Além disso, observaram que, em
temperaturas de incubagdo de 26,5°C, 21,0°C e 15,5°C, os sintomas apareceram na planta
infectada apds 3, 4 e 9 dias, respectivamente.

Kovécs et al. (1996 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004) utilizaram em
seus estudos gendtipos de milho inoculados com Maize dwarf mosaic virus estirpe A
(MDMV-A) e Sugarcane mosaic virus estirpes A e MB (SCMV-A e MB). Os autores
verificaram que quando as plantas infectadas foram mantidas a temperatura de 10,0°C, 14,0°C
e 28,0°C, os periodos de incubacdo foram de 13,7, 13,1, e 9,0 dias e a incidéncia média da
doenca de 34%, 35% e 66%, respectivamente.

Além disso, Kovécs et al. (1996 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004)
verificaram também que, independente da estirpe do virus e dos genétipos de milho, a maior
incidéncia da doenca ocorreu sob temperaturas mais elevadas (28,0°C). Baixas temperaturas

afetaram, em diferentes graus, a patogenicidade das trés estirpes, manifestada pelo
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comprimento do periodo de incubagdo e da porcentagem de plantas doentes. O SCMV-MB

mostrou-se menos suscetivel a baixas temperaturas do que o MDMV-A e o SCMV-A.

2.6 Métodos de controle do mosaico comum do milho

A maioria das doencas causadas por virus e transmitida por insetos esta se tornando
um problema sério, em razio da agricultura intensiva do milho. Nesse sentido, Almeida et al.
(2000), citam como medidas de controle para 0 mosaico comum do milho, a eliminagdo de
fontes de indculo, proporcionadas pela presenga de plantas infestantes e adequacdo da época
de plantio para o0 més de outubro.

No entanto, a medida mais eficiente € a utilizacdo de cultivares resistentes. Além
disso, devido a transmissdo ndo persistente dessas duas potyviroses, o controle de afideos
vetores por via quimica ndo é efetivo. Sendo assim, por razdes ecoldgicas e econdmicas, 0
cultivo de variedades de milho resistentes € o método mais eficiente de controle dessas
doencas (DUBLE et al., 2000).

Almeida et al. (2001), avaliando 115 cultivares em Ensaio Nacional — Regido Centro
Oeste no ano agricola 1997/98, verificaram que a maioria dos cultivares mostrou-se
suscetivel, apresentando sintomas do mosaico comum do milho aos 15 dias apds a inoculagao.
Desses materiais apenas 16 apresentaram menos de 20% de incidéncia dessa virose, 64
cultivares apresentaram acima de 50% e os demais, apresentaram incidéncia intermedidria a

esses niveis.

2.7 Genética da resisténcia ao mosaico comum do milho

Fontes de resisténcia a potyvirus tém sido intensamente investigadas nos EUA e na
Alemanha (XIA et al., 1999), e mais recentemente no Brasil (SCHUELTER et al., 2003;
SOUZA et al., 2003), visando elucidar o controle genético da resisténcia ao MDMV e ao
SCMYV em milho. No entanto, a avaliacdo da resisténcia de gendtipos de milho a virose do
mosaico comum do milho tem sido tratada de maneira homogénea, visto que os genotipos
resistentes podem ser o resultado de vérios mecanismos e de suas inter-relacdes com o0s

fatores ambientais e genéticos.
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Virios relatos indicam que a replicacgado do MDMV (ANZOLA et al., 1982) e de
SCMV (KUNTZE et al., 1995 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004) ndo € inibida
em determinados genétipos resistentes, € sim restrita a regido da infec¢do, corroborando a
hipdtese de inibi¢cdo da translocacao.

Por outro lado, vdrios recursos genéticos conferindo resisténcia a virose apresentam
um atraso no aparecimento dos sintomas da doenca, podendo indicar que a taxa de replicag¢do
do virus foi inibida (ANZOLA et al., 1982). Vérios pesquisadores t€ém adotado escala de notas
e percentagem de plantas doentes na avaliacdo da resisténcia (KUNTZE et al., 1995 apud
OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004). Aliada a esses critérios, a avaliacdo da
resisténcia tem sido realizada em diferentes estadios fenoldgicos da planta, demonstrando que
determinados genes podem ser expressos de maneira diferencial (DUBLE et al., 2000).

De acordo com Melchinger et al. (1998 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M,
2004) a resisténcia genética de milho aos potyvirus encontra-se intimamente relacionada com
as condicdoes ambientais. Assim, diferengas marcantes quanto a propor¢do de plantas
susceptiveis em relacdo as resistentes, tém sido detectadas em linhagens e em geracdes
segregantes.

Em linhagens de milho testadas para MDMV (LOUIE et al., 1990) e para SCMV
(MELCHINGER et al., 1998 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004), foi detectada
maior incidéncia da doenga em condi¢des de casa de vegetagdo do que em campo, sugerindo
que na primeira condi¢@o, o virus teria maior facilidade para infectar as plantas. Além disso,
Ford et al. (1989) verificaram que temperaturas mais elevadas promovem a expressao da
susceptibilidade e que, segundo Schuelter et al. (2003), linhagens previamente classificadas
como resistentes podem apresentar sintomas nessa condi¢do ambiental, sendo a resisténcia
restabelecida em condi¢des de temperaturas mais amenas.

Em estudos para elucidar os mecanismos de resisténcia ao SCMV e MDMV, em
milho, Law et al. (1989) demonstraram que em plantas resistentes, o transporte do virus
através do sistema vascular foi restringido. Entretanto, nesses materiais, a resisténcia nao foi
devido a inibi¢do da multiplicag@o ou a inativacao do virus.

Em outros trabalhos, linhagens completamente resistentes ao SCMV, MDMV, JGMV
e ao STMV, foram positivas para o virus nas folhas inoculadas, sendo detectado pelos testes de
ELISA (KUNTZE et al., 1995 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004). No entanto,
as folhas recém desenvolvidas ndao apresentavam titulo do virus, sugerindo que os

mecanismos de resisténcia sao similares.
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O nuimero de genes controlando a resisténcia ao MDMYV, de acordo com estimativas,
varia de um a tré€s, baseado nos estudos envolvendo varios gendtipos resistentes. Josephson e
Naidu (1971 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004) encontraram que a resisténcia
a0 MDMV ¢ herdada de forma dominante e oligogénica. Pela andlise de segregacdo na
geracdo F, e de retrocruzamentos, Melchinger et al. (1998 apud OLIVEIRA, E,;
OLIVEIRA, C.M, 2004) demonstraram a adequacdo de resultados a diferentes modelos,
dependendo das condi¢Oes ambientais e do gendtipo dos parentais susceptivelis.

Alguns investigadores (ZUBER et al.,, 1973 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA,
C.M, 2004) concluiram que a resisténcia ao MDMYV foi atribuida largamente a acdo génica
aditiva, com os efeitos ndo aditivos tendo menor intensidade. No entanto, outros trabalhos
deduziram que resisténcia ao MDMYV foi completa ou parcialmente dominante.

Em estudo para verificar o controle genético da resisténcia ao complexo viral em
linhagens tropicais, L.18 e L520, Schuelter et al. (2003) verificaram que a caracteristica é
monogénica dominante, sendo que pelo teste de alelismo, foi demonstrado que as linhagens

estudadas portam genes diferentes.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo e nos Laboratorios de
Biotecnologia Vegetal e de Fitopatologia, da Universidade Federal de Uberlandia, em

Uberlandia-MG, no periodo de julho a dezembro de 2005.

3.1 Isolado viral

No presente estudo foi utilizado o isolado viral GO-01 caracterizado por SILVA
(2004), o qual foi mantido "in vivo” em plantas de milho doce, cultivadas em vaso na casa de
vegetacdo. A inoculag@o foi mecénica via extrato vegetal tamponado (EVT), conforme item a

seguir.

3.2 Multiplicacdo e manutencao “in vivo” do isolado viral

As particulas de virus presentes em folhas de milho doce com sintomas de mosaico,
dado a infeccao pelo isolado GO-01, foram inoculadas em plantas de milho doce sadias para
aumento da quantidade de material vegetal infectado, visando o preparo do indculo.
Posteriormente, 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 e contendo sulfito de sédio a 0,1%, na

propor¢do de 1:5 (peso:volume). utilizando-se carborundum como abrasivo.

3.3 Germoplasma avaliado

Foram utilizados 18 cultivares de milho recomendados para a Regido do Triangulo
Mineiro e Sul de Goids na safra 2004/2005. As sementes foram adquiridas no comércio local
ou obtidas pela doagdo de empresas da regidao. Foram testados os seguintes gendtipos de
milho: Milho Doce, AG1051, 30F87, 30S40, 3021, 30F90, 30F98, 30F80, 30F33, 30F44,
3041, 3027, 30p70, 30F88, BR106, C435, GNZ2728 e ISLAS508. Para controle da transmissao
do virus foram semeadas e conduzidas parcelas com plantas de sorgo (Sorghum graniferum)

de forma idéntica 4s parcelas de genétipos de milho, totalizando 19 tratamentos.
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3.4 Substrato para germinacao

Os gendtipos de milho avaliados foram semeados em vasos, na casa de vegetacao,
contendo 1,5L. da mistura composta por terra, areia lavada, vermiculita expandida e himus de

minhoca, na proporcdo de 4:2:1:1, respectivamente.

3.5 Inoculaciao do germoplasma e avaliacao da infec¢ao viral

O inéculo foi preparado a partir de folhas com sintomas de mosaico, coletadas em
plantas de milho doce aos 10 a 15 dias apds a inoculagdo. A inoculacio foi realizada duas
vezes, com intervalo de 1 a 2 dias, em folhas jovens de plantulas com 3 a 4 folhas bem
desenvolvidas. O indculo foi aplicado em duas folhas de cada planta, passando-se duas vezes,
na pagina superior da folha, uma gaze embebida no extrato vegetal tamponado contendo
particulas virais do isolado GO-01 preparado conforme método de inoculagdo descrito
anteriormente (item 2.3). As plantas inoculadas e o controle foram conduzidas sob condigdes
de casa de vegetacdo até 35 a 40 dias para o desenvolvimento de sintomas. Cada planta
inoculada foi avaliada quanto a presenca ou auséncia de sintomas de mosaico, aos 15 e 30
dias apos a inoculag@o, contando-se o total de plantas/vaso e o numero de plantas com
mosaico/vaso e, em seguida, realizou-se o somatorio ¢ a determinacdo da porcentagem de

plantas com mosaico/parcela.

3.6 Tratos culturais e acompanhamento da temperatura do ar

As plantas foram adubadas semanalmente com 0,3 a 0,5 g. vaso™ de torta de mamona
el,5g. vaso ' de sulfato de magnésio. A adubacao mineral foi feita de quinze em quinze dias
com 0,5 g vaso™ de fertilizante comercial contendo macro e micronutrientes (15% N, 15%
P,0s, 20% K0, 1,1% Ca, 4% S, 0,4% Mg, 0,05% Zn, 0,05% B, 0,1% Fe e 0,03% Mn). A
rega foi didria aplicando-se aproximadamente 50 mL de 4dgua por vaso. Aos 7 dias apds a
germinacdo foi realizado o desbaste para manter uma populacio de 3 a 4 plantas por vaso.

As temperaturas miximas e minimas do ar da casa-de-vegetacdo foram observadas
diariamente e registradas desde a época da semeadura do milho até a conclusdo das avaliacdes

da virose nas plantas de cada bloco.
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3.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O trabalho foi realizado em quatro blocos distribuidos no tempo. O primeiro bloco foi
conduzido de 05/08/05 a 21/09/05, o segundo de 27/10/05 a 15/12/05, e o terceiro e quarto
bloco de 02/01/06 a 17/02/06, sendo a primeira data de cada bloco a semeadura e a dltima, a
data da segunda avaliac@o. A inoculacdo foi realiza no estddio V3, aproximadamente 15 dias
apos a semeadura. Cada bloco foi composto por 19 tratamentos (genétipos) e cada parcela do
tratamento foi constituida por 5 vasos com 3 a 4 plantas, distribuidas inteiramente ao acaso.
Foram realizadas, em cada parcela, duas avaliagdes da porcentagem de plantas com mosaico
aos 15 e 30 DAL

Além das plantas inoculadas com o isolado viral, 3 a 4 plantas de cada genétipo foram
cultivadas em um vaso contendo o mesmo substrato, tratos culturais e condi¢des de ambiente
das plantas testadas, para servirem de referéncia quanto ao desenvolvimento das plantas nas
condic¢des da casa-de-vegetacao, sem infeccao pelo virus.

A andlise estatistica foi realizada considerando-se a porcentagem de plantas com
mosaico/parcela, utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2000), com a andlise de
variancia e a comparacdo de médias pelo Teste de Scott-Knott (1974) realizadas ao nivel de

5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sintomas de mosaico comum causado pelo isolado GO-01 nos gendtipos testados
iniciaram entre 10 e 15 dias apdés a inoculagdo, com a presenca de um mosaico tipico
observado em folhas jovens e caracterizado pela presenca de manchas verde-claro que
contrastavam com manchas verde normal, concordando com as descri¢des dos sintomas para
o mosaico comum do milho, feitas por Shurtleff (1986).

A Tabela 1 apresenta os dados de temperatura do ar no interior da casa-de-vegetacao

durante o periodo de conducao de cada bloco experimental.

Tabela 1. Valores médios da temperatura didria do ar no interior da casa-de-vegetacdo,

Campus Umuarama, durante o periodo do experimento.UFU, Uberlandia, 2007.

Temperatura diaria do ar (°C)

Blocos
Maxima Minima Média
Primeiro (19/08 a 21/09/2005) 39,9 18,5 29,2
Segundo (07/11 a 15/12/2005) 34,1 19,9 27,0
Terceiro e quarto (18/01 a 17/02/2006) 37,7 20,8 29,2

Tu e Ford (1969 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004) demonstraram
que em milho hd uma relacdo direta entre temperatura e concentracio, incubagdo e infeccdo
por MDMV. Nesse trabalho, os autores verificaram que a concentragdo do virus na seiva da
planta foi aumentada diretamente com o aumento da temperatura, assim como também
notaram que a percentagem de plantas de milho infectadas foi maior nas temperaturas mais
elevadas de pré e de pds-inoculacdo. Além disso, observaram em temperaturas de incubagdo
de 26,5°C, 21,0°C e 15,5°C, que os sintomas apareceram na planta infectada apds 3, 4 e 9 dias,
respectivamente.

Comparando as temperaturas observadas (Tabela 1) com os resultados de Tu e Ford
(1969 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004) e considerando que o MDMV
(SHUKLA et al. 1989) e o isolado GO-01 (SILVA 2004) pertencem ao mesmo género viral,

Potyvirus, verifica-se que as temperaturas médias observadas durante a condugdo de todos os
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blocos favoreceram a obtencdo de um indculo com alta concentracdo de particulas de virus.
Também pode-se supor que as temperaturas favoreceram a manifestacdo de mosaico antes da
primeira avaliacao dos sintomas da infec¢do viral pelo isolado GO-01. Portanto, os resultados
apresentados pelos genétipos avaliados sdo representativos da porcentagem de plantas que o
isolado viral em estudo pode infectar nestas condi¢des ambientais.

O resultado da andlise de variancia dos tratamentos estd apresentado na Tabela 2. Ao
analisd-la, verifica-se que houve efeito significativo para as fontes de variagdo genotipos e

blocos.

Tabela 2. Quadro de analise de variancia referente a porcentagem de plantas com infec¢do

pelo isolado GO-01.

Fonte de Variacao GL QM
Geno6tipos 18 8512,71"
Epoca de avaliacdo de mosaico 1 19,18™
Gendtipos x Epoca de avaliagio de mosaico 18 259,51™
Blocos 3 839,51 *
Erro 111 173,80
Total corrigido 151

* Significativo ao nivel de 5%.

CV (%) = 33.39.

Considerando que nd3o houve diferenca significativa pelo teste F entre época de
avaliacdo de mosaico e na interacdo entre genoétipos e época de avaliagdo de mosaico, serd
discutida apenas a comparacdo da média de incidéncia de mosaico entre gendtipos e blocos.
As Tabelas 3 e 4 apresentam, respectivamente, a comparagdo da média de incidéncia de
mosaico entre os tratamentos e entre blocos.

Considerando os critérios utilizados por Almeida et al. (2001) observa-se que 7 dos 19
gendtipos avaliados, entre eles, 30P70; C435; 30F80; 30F90; 30S40; BR106 e Milho Doce,
apresentaram incidéncia de mosaico inferior a 20% (Tabela 3). Os genétipos GNZ2728;
30F44; AG1051; 3041 e 30F87 apresentaram incidéncia entre 20 e 40%. Os hibridos 3027;
3021; ISLAS08; 30F98; 30F88; 30F33 e o Sorgo tiveram incidéncia de plantas com sintomas

de mosaico superior a 50%.
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Tabela 3. Incidéncia média de mosaico comum causado pelo isolado viral GO-01 em

gendtipos de milho e sorgo. UFU, Uberlandia, 2007.

Gendtipo Porcentagem de plantas com mosaico '
15 DAL ® 30 DAI Média
30P70 0,00 0,00 0,00 a
C435 0,00 0,00 0,00 a
30F80 6,25 5,00 5,63 a
30F90 6,37 5,25 5,81 a
30540 11,47 9,02 10,25 b
BR106 0,00 32,20 16,10 b
Milho Doce 16,87 18,12 17,50 b
GNZ2728 21,25 26;67 23,96 c
30F44 24,67 29,80 27,24 ¢
AG1051 50,00 15,45 32,73 ¢
3041 36,42 35,17 35,80 ¢
30F87 43,22 41,80 42,51 ¢
3027 50,00 51,25 50,63 d
3021 59,02 57,57 58,30 d
ISLAS08 61,12 66,52 63,83 d
30F98 83,67 84,30 83,99 e
30F88 83,75 86,25 85,00 e
30F33 91,25 92,5 91,88 e
Sorgo 98,02 100,00 99,01 e

(') Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste Scott-Knott, ao nivel de
5% de probabilidade.

(*) DAI = dias ap6s a inoculacio

Tabela 4 Incidéncia média de mosaico comum causado pelo

isolado viral GO-01 em blocos, Uberlandia, 2007.

Blocos Médias |
3 33,17 al
4 38,93 al a2
1 41,79 a2
2 44,04 a2

(") Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Segundo Pinto et al. (1997) as avaliagdes do efeito dessa virose sobre a produgdo de

cultivar suscetivel mostram redu¢do da ordem de 50% no peso dos graos.

Dentre os genétipos avaliados apenas os hibridos 30P70; C435; 30F80; 30F90

comportaram-se com uma incidéncia de mosaico inferior a 6% pelo isolado viral em estudo.

Destacamos entre os cultivares de milho, o hibrido BR106 (T14) que além de ter uma
baixa porcentagem de plantas com mosaico (Tabela 03) ele iniciou a manifestacdo de
sintomas apds 15 DAI, pois nesta época de avaliacdo ele ndo apresentava plantas com
sintomas de mosaico enquanto que os demais gendétipos do grupo com menor porcentagem de
plantas infectadas ja apresentavam sintomas aos 15 DAL

Por outro lado, com o desenvolvimento das plantas, observou-se que no genotipo
AG1051 (T13), a porcentagem de plantas com sintomas de infecc¢io viral reduziu de 50,0 %
de plantas com mosaico na primeira avalia¢do para 15,45 % na segunda avaliacdo de sintomas
desta virose. Segundo Shurtleff, (1986) em geral os sintomas de mosaico comum do milho,
sd0 mais claramente visiveis em plantas jovens, sendo que, algumas cultivares de milho
infectadas podem se recuperar dos sintomas, dificultando a diagnose da doenca.

Considerando a diferencga entre blocos (Tabela 4) e as temperaturas observadas durante
a conducdo dos blocos (Tabela 2) pode-se dizer que esta diferenca ndo pode ser explicada,
pela variacdo da temperatura didria observada durante a condugdo de cada bloco. Pode-se
observar que o bloco 2 apresentou maior incidéncia média de mosaico € a menor temperatura
maxima observada entre os blocos. Provavelmente isto pode ter ocorrido porque as
temperaturas médias didrias tiveram uma variacdo pequena, de apenas 2°C entre os blocos.
Portanto, segundo Tu e Ford (1969 apud OLIVEIRA, E.; OLIVEIRA, C.M, 2004), ndo
deve ter havido, entre os blocos, grande variacdo na concentragdo de virus na seiva plantas
inoculadas e o aparecimento de sintomas provavelmente ocorreu com um periodo de
incubag¢do pequeno.

Outro fator que pode explicar esse efeito significativo para os blocos, € o método de
preparo e de inoculacdo do isolado viral. Apesar de todos os procedimentos terem sido
realizados de modo padronizado, neste método nao se determina a concentragcdo de particulas
virais presentes no extrato vegetal macerado de folhas com mosaico, utilizado em cada bloco.
E importante dizer que as folhas com mosaico para preparo do inéculo de cada bloco foram
colhidas de plantas recém inoculadas, mas entre blocos houve pequena diferenca na idade da

folha apds a inocula¢do da fonte de indculo.
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5 CONCLUSOES

Nas condicdes em que o experimento foi conduzido pdde-se concluir que:

Os hibridos de milho 3027; 3021; ISLAS08; 30F98; 30F88; 30F33 e o sorgo
apresentaram incidéncia de sintomas de mosaico superior a 50%.

Os gendtipos AG1051, GNZ2728, 30F44, 3041 e 30F87 apresentaram incidéncia de
plantas com sintomas de mosaico entre 20 e 50%.

Apenas os hibridos 30P70, C435, 30F80 e 30F90; 30S40; BR106 e o Milho Doce

apresentaram incidéncia de plantas com mosaico inferior a 20%.
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