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Introducéao

O mosaico comum do milho, causado por potyvirus, esta entre
as viroses mais importantes desta cultura no Brasil (WAQUIL

et al., 1996; SOUZA et al., 2005, 2008; GONCALVES et al.,
2011). Seis espécies de potyvirus tém sido identificadas no
mundo, causando sintomas de mosaico em uma variedade de
cultura de graos e gramineas, incluindo: Sugarcane mosaic virus
(SCMV), Sorghum mosaic virus (SrMV), Maize dwarf mosaic
virus (MDMV), Johnsongrass mosaic virus (JGMV) (SHUKLA et
al., 1994), Zea mosaic virus (ZeMV) (SHEIFERS et al., 2000), e
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Pennisetum mosaic virus (PenMV) (DENG et al., 2008). Existem
evidéncias de que o SCMV é o virus mais comum causando
sintomas de mosaico em milho (Zea mays L.) no Brasil (MELO,
2000; MELO et al., 2000; SOUZA et al., 2005; GONCALVES

et al., 2011). Entretanto, sdo escassas as informacdes sobre a
espécie de potyvirus infectando sorgo no Brasil. Os potyvirus

sao transmitidos de maneira ndo persistente por varios afideos

e o vetor mais eficiente na cultura do milho é o Rhopalosiphum
maidis L. (Hemiptera: Aphididae) (EDWARDSON; CHRISTIE,
1991). Um dos fatores que influencia a disseminagéo deste virus
€ a sobreposicao de ciclos da cultura do milho. No Brasil, o cultivo
de segunda safra, denominado safrinha - semeado de janeiro a
marc¢o (CRUZ et al., 2010) -, o cultivo do milho irrigado e a primeira
safra sdo responsaveis pela sobreposicao de cultivo do milho
(WAQUIL et al., 1996; GONCALVES et al., 2007a). Esta condigao,
associada com o grande numero de hospedeiros, contribui para

a manutencao do indculo no campo. Estudos para identificar o
potyvirus infectando milho no Brasil sdo recentes e tém mostrado,
por meio do sequenciamento da proteina capsidial, que 0 SCMV
estava presente, com maior identidade com o SCMV-MDB, 86,3%
(ALMEIDA et al., 2000; SOUZA et al., 2005; GONCALVES et al.,
2011), sugerindo uma nova estirpe. O SCMV-MDB é uma estirpe
americana do SCMV, anteriormente classificada como MDMV-B
(FRENKEL et al., 1991). Os objetivos do presente estudo foram
(i) identificar por meio do sequenciamento da proteina capsidial a
espécie de potyvirus causando sintomas de mosaico em milho e
sorgo no Brasil, e (ii) analisar a sequéncia de aminoacidos (aa) do
N-terminal do gene da proteina capsidial.
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Material e Métodos
Material vegetal

Folhas apresentando sintomas caracteristicos de mosaico, pequenas
areas cloréticas entremeadas com pequenas areas verdes, foram
coletadas de milho e de sorgo, em 2004. As amostras de cultivares
de milho foram identificadas como: 01, 02, e 06; de cultivares de
S. bicolor: 08, 09, e 13; de cultivares originadas do cruzamento de
Sorghum bicolor x Sorghum sudanense: 10 and 11; e de Sorghum
verticilliflorum: 14. A amostra 08 foi coletada em Jardindpolis-SP e as
demais, em Sete Lagoas-MG.

RT-PCR e imunocaptura, clonagem e sequenciamento de DNA
fita dupla e alinhamento de nucleotideos da proteina capsidial

Conforme descrito por Souza et al. (2012).
Alinhamento da sequéncia do N-terminal da proteina capsidial

Para comparagdes do N-terminal e regidao core da proteina capsidial,
foram utilizadas sequéncias de aminoacidos de acessos de diferentes
paises e do Brasil, tendo milho ou cana como hospedeiros, obtidos
de banco de dados publico - GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/). O alinhamento de aminoacidos foi realizado utilizando
ClustalW2 (LARKIN et al., 2007), implementado no software Sea
View versao 4 (GOUY et al., 2010).

Resultados
Somente primers para o SCMV-Brasil amplificaram um fragmento

de aproximadamente 1 Kb. Todos os outros primers para potyvirus
(Tabela 1) amplificaram somente o controle homologo. Comparagoes
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da sequéncia amplificada mostrou o mesmo fragmento de 1072 pb,
previamente relatado por Melo (2000) e Resende et al. (2004),
compreendendo parte da NIb (nt 1 to 11), toda a proteina capsidial
(nt 12 2 998) e uma pequena parte do 3’ UTR (nt 999 a 1072).

A sequéncia de aminoacidos do N-terminal variavel, deduzida a
partir do fragmento amplificado do SCMV das amostras brasileiras
de milho e de sorgo, foi alinhada com algumas das sequéncias da
proteina capsidial de SCMV disponiveis em banco de dados publico,
GenBank (Figura 1). O comprimento total das amostras brasileiras
consistiram de 328 aa como GU474635 do México e D00949 (SCMV-
MDB) e A34976 dos Estados Unidos. A maioria dos demais acessos
apresentava um comprimento da proteina capsidial de 313 aa. Esta
diferenca esta localizada no comprimento do N-terminal dos isolados
de campo brasileiros de milho e de sorgo em relagdo a maioria dos
acessos de milho e de cana do GenBank. Os acessos de isolados
brasileiros de cana (AY819716,AY819717 e AY819718) e um de milho
(HQ342698) apresentavam um N-terminal com, respectivamente, 15
e 5 residuos de aa menor do que as amostras de milho e de sorgo.
A proteina capsidial do SCMV das amostras brasileiras de milho e de
sorgo e dos acessos brasileiros HQ342698, HQ439439 e HQ439440
apresentaram Q/S como sitio de clivagem da protease, e 0s acessos
brasileiros de cana apresentaram o sitio -/A. Os aminoacidos das
posicdes 1 a 11 do N-terminal foram muito conservados entre todas as
amostras e acessos brasileiros. O SCMV das amostras brasileiras de
milho e de sorgo apresentou um dodecapeptideo, GTGTGATGGQAG,
duplicado, posigcdo40a 51 e 57 a68 e parcialmente replicado comoum
octopeptideo, GTGATGGQ, posicao 82 to 89 (Figura 1). Alguns dos
isolados apresentavam GGT ou GVT na sequéncia do octopepitideo
ao invés de GAT. Neste caso, os residuos de aa A foram substituidos
por G ou V, sendo todos nao polar com grupo R alifatico. Embora
a proteina capsidial do SCMV das amostras brasileiras de milho e
de sorgo e dos acessos SCMV-MDB D00949, A34976, e GU474635
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apresentassem o mesmo comprimento, a sequéncia duplicada e
parcialmente repetida no N-terminal, posicbes 34 a 49, 53 a 66 e
68 a 73 diferem das nossas amostras, tendo somente GATGGQ
em comum, o qual é parte da sequéncia repetida na posicao 53
a 66. Os quatro acessos brasileiros de cana apresentaram o
decapepitideo QPPATGAAAQ, duplicado, nas posi¢des 18 a 27 e 31
a 40 e parcialmente repetida como QPPTGGA na posicao 48 a54. A
percentagem do dipeptideo GT no N-terminal (dados ndo mostrados,
ver SOUZA et al., 2012) foi maior para as amostras brasileiras e para
dois dos trés acessos brasileiros de milho, HQ439439 e HQ439440,
variando de 10.23 a 14.77%, posicionada acima da media, 7.36%.
O conteudo de G das amostras e dos acessos brasileiros de milho
apresentou tendéncia para valores mais elevados, 36.36 to 42.05%.
Entretanto, quando comparadas com os acessos tendo milho como
hospedeiro, as amostras brasileiras apresentaram os menores
valores para o conteudo de GS, 1.14 a 3.41%. Estes valores foram
similares aos dos acessos brasileiros tendo cana como hospedeiro,
AY819716, AY819717, AY819718, e AY819719.

Tabela 1. Sequéncia dos pares de primers, de diferentes potyvirus,
utilizados nas reacgoes de RT-PCR.

JGMV* JG5’ AGAGATGTACAAGAACGCCATCGC  Lenardon
JG3’ CATCCTTTAACGTCAGATCGACGG e Giolitti (2004)
SCMV-Arg* SC5’ TTACAACGAAGATGTTTTCC Giolitti
SC3’ CTGAAATAGTAAATACGAGG et al. (2005)
MDMV-Arg* MD5’ ACGACAATTCTTTGACGATCTTCC Lenardon
MD3" CCTCACTCACTTGCAGACATAGTAGG e Giolitti (2004)
SCMV-Brasil MDMV2 GTATTCCATCAGTCGGGAACTG Melo (2000),
MDMV3 ACGAGGTAAAACCTCAC erosoir;de etal.

*Pares de primers JG5/JG3’, MD5/MD3’, SC5’/SC3’, previamente desenhados
por Giolitti (coautor, comunicagéo pessoal), baseando-se nas sequéncias do NCBI,
respectivamente, JGMV- MDO (U07217), MDMV-Argentina (DQ973169) e SCMV-

Argentina (DQ973170).
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* 20 ol 40
Sample 01 Mz BR : SGTVDAGAQGGNGNQGTNPSATGGT

TGSAAPRTESGGNYGTGT T TGGQR : 90
Sample 02 Mz BR : SGTVDAGAQGGTGNQGATPP' ! A\APQTGS! GYGTGTGATGGQTERGTG. TGATGGJK : 90
Sample 06 Mz BR : SGTVDAGAQGGTGNQGATPP TGSAAPQT TGTGATGGOTGRGTG! TGATGGYK : 90
HQ439439 Mz BR : SGTVDAGAQGGNGNQGTNPP PRTGSGGG]GTGTGATG AGGGTGOTNTGSHGTGETGEYR : 90
HQ439440 Mz BR : SGTVDAGAQGGNGNQGTTPSAT PRTGS! TGTGATGG! T TGGGTGQTNTG! GVTGGYK = 90
HQ342698 Mz BR : SGTVDAGAQGGSGNQGTTPPTTGGATGP: GAGSGGNYGT-----. SGOTGEGSGAGTGSKATGGQAJTGSGTGRTDTGSYGTGATGGYR 85
Sample 08 Sr BR : SGTVDAGAQGGNGNQGTNPPATGGTT RT TGTGATGGOAGIGNGHGTGTGATGGOA NTGSHGTGATGGYK : 90
Sample 09 Sr BR : SGTVDAGAQGGNGNOGTNPSATGGTTGSAAPRTESGGNYGTGTGVTGG GNGIGTGTGATGGOA TXGJK @ 90
Sample 10 Sr BR : SGTVDAGAQGGNGNQGTNPS: GTGTGATGGQAGRGNGAGTGTGATGGQA CTCGTCG R : 90
Sample 11 Sr BR : SGIVDAGAQGGNGNQGTNPSATGGTTGSAAPRTESGGNYGTGIGAT TGTGATGGOA GTGGTGGYR : 90
Sample 13 Sr BR : SGTVDAGAQGGTGNOGATPPTTGGTTGSAAPQTG! e TGTGATGGOAQTGGGTGRTGTGSYGTGATGGYK = 90
Sample 14 Sr BR : S”TVDAGAQGCNCNQGPNPPATGGTTGSAAPRT"SGGC [GTGTGATGGO. GTGTGAAGGQAQTGENTGQTNTC TGATGGIR : 90
D00943 Mz US : SGIVDAGAQGGSGSQGTTPPATGSGAKPAT GAGTGVTGGORR[GSGTGTGSGATGGOHGOGSGIEQUNTGSAGTNATGGOR & 90
A34976 Mz US : SGTVDAGAQGGSGSQGTTPPATGSGAKP. ! GTGVTGGORRTGSGTGTGSGAT SGTEQUNTGSAGTNATGGOR : 90
GU474635 Mz MX : SGSVDA\J\/QGCSCNQGTTPPATCSGAKPATSCAGSCQCTCTCTGVTGCQRC |SSGAGTGSGATGG! SGSGYGONGTGSAGTSATGSQR 0
AY195610 Mz MX : SGSVDAGAQGGTSGSGTPTPAAG--------- SGTGTRPPSTGSATQGNTPPASGG-—-—~ SSGNNGGNQSGSNGTG-NQAGSNGTGGOR : 75
DQ647659 Mz TH : SGQADAGRQGGSGAQGGTPPAGL GTGPGTQGNGGQTGFQGSGGQ! TG AGNNGGGQT ] GQR : 75

DQ925429 Mz VN : SGQVDAGRQGGSGAQGGTPSAGS-----
AM110759 Mz ES : SGSVDAGAQGGNSGS! GASASAAG-—--—

GGTGSGTOGNGGQTGSOGGEGY TGOGAAGNN TAGQR : 75
SGTRPPSTGSARQGNTPPASGG---~-~ @CNNFCCQ SGSNGTG-GOAGSSGTGGOR : 75

X98169 Mz DE : SGSVD; SGTRPPSTGSARQGNTPPA! GTG-G GOR : 75
X98168 Mz DE : SGSVD; e SGSGTRPPSTGSAAQGNTPPT! )SGSNGTG-GOAGSSGTGGOR @ 75
X98167 Mz DE : SGSVD; GGN TPA; SGTRPPSTGSAAQGNTPTAS 0SGSNGTG-GQAGSSGTGGOR : 75

DQ973170 Mz AR : SGSVD PAPAAG--------=S5 SGSGTKPPSTGTAGQGNTPPASG
AY569692 Mz CN : SGTVD: S GNTP

AY149118 Mz CN : SGAVDVGAQGGGSGS GrreraT
AJ310104 Sgc CN : SGTVDAG
AJ310103 Sgc CN : SGTVDAGAQGGGGGSVTTPPTTG
AJ310102 Sgc CN : SGTVDAGAQGGGGGSVITPPTTG
AY819716 Sgc BR : AGTVDAG OPPATG
AY819717 Sgc BR : AGTVDAGAQGGGGNAGQPPATG
AY819718 Sgc BR : AGTVDAGAQGGGGNAGQPPATG
AY819719 Sgc BR : AGTVDARAQGG S1QPEATG
D00948  Sgc AU : AGTVDAGAQGGGGNAGTQPPATG
U57354  Sgc US : AGTVDAGAQGGGGNVGTQPPATG
U57356  Sgc US : AGTVDAGAQGGGGNAGTQPPATG
U57355  Sgc US : AGTVDAGAQGGGGNAGTQPPATG -PTGGATG--GGSAQTGAGGTGS-ITGGOR : 71
EU196423 Sgc AR : AGTVDAGAQGGGGNAGTQPPATG ---AARQGGAQPPATGAAAQPP-ANQGSQP- - -PTGGATG--GGGAQTGAGETGS-VIGGQR : 75
EU196429 Sgc AR : AGTVDAGAQGGGGNVGTQPPATG-------- ARRQGGAQPPATGARAQPP-AAQGSQP---PTGGATG--GGGAQTGAGETGS-VIGGOR : 75
DQ438949 Sgc IR : AGTVDAGAQGGDGKAGTQPPATG-------- ARARQGGAQOPPATGAAAQPP-ATQGSQP-- - PTGGATG--GGGAQTGAGETGS-VIGGOK : 75

Figura 1. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do N-terminal
da proteina capsidial de amostras brasileiras e de acessos do Gen-
Bank. Hospedeiros foram identificados como Mz = Milho, Sr = Sor-
go, Sgc = cana, seguido pelo codigo do pais. Hospedeiro original e
pais, quando nao disponiveis no GenBank, foram obtidos da litera-
tura. Linhas delimitam a sequéncia repetida e parcialmente repeti-
da apresentada pelos isolados brasileiros, pelos acessos brasileiros
de milho e de cana, pelos acessos SCMV-MDB (D00949, A34976)
dos USA, e GU474635 do México. Numeros a direita representam
o comprimento da sequéncia e * na parte superior delimitam o inter-
valo a cada 10 aminoacidos.

G-NHAGSGETGNQR : 75

PPATGARAQPP-STQGTOP--~ -GDGAQTGAGATGA-VTGGOK : 75

PPATGAAAQPPATTQGT) ~P’ fGGGAQT/‘AGATGSfVTGGQR : 76

PPATCAAAQ P-TTQGHQP---PTGGATG--GGGAQTGAGATGA-VTGGOR : 75
TGAAA(

- TGGARS QTEAGETGT-VTGGQR : 68
***AAAOGGAQHALGAAAQLL TTQGSQL-~--POGGATG— GGGAQVAG‘J‘GS VIGGOR : 175
---ARRQGGAQPPATGAARQPP-ATQGSQP-~~PTGGATG-~GGGAQ- -VTGGOR : 67
~PTGGATG--GGGAQTGAGGTGS-VTIGGOR : 71

Discussao

O N-terminal dos isolados de campo brasileiros de milho e de sorgo
apresentaram 15 aa a mais do que a maioria dos acessos do GenBank
usados para comparacgoes, exceto os isolados dos Estados Unidos
e do México, SCMV-MDBs, os quais tinham o mesmo tamanho
(Figura 1). Esta diferenca em tamanho pode ser explicada pelo
dodecapepitideo duplicado e parcialmente repetido. Comparando a
sequéncia repetida predominante no N-terminal da proteina capsidial
dos isolados de campo brasileiros e aquela do SCMV-MDB dos
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Estados Unidos (FRENKEL et al., 1991), é evidente a frequente troca
de um aa S (serina) por um T (treonina). Ambos os aminoacidos
apresentam um grupo R, polar ndo carregado (LEHNINGER et
al., 1993). Kimalov et al. (2004) sugeriram que a manutencdo do
balango de carga, e ndo a sequéncia primaria, foi essencial para a
infectividade do ZYMV. A sequéncia repetida, GTGTGATGGQAG,
e o sitio de clivagem putativo Q/S entre Nib/CP dos isolados
brasileiros de milho e de sorgo diferem dos acessos brasileiros de
cana dispostos no GenBank, AY819716 a AY819719, apresentando,
respectivamente, QPPATGAAAQ e -/A (Figura 1). Gongalves et al.
(2007b) mencionaram que o acesso de cana AY819719 apresentou a
maior identidade, 94 a 96%, com isolados da Australia e dos Estados
Unidos. O N-terminal dos isolados brasileiros, com 15 aa a mais do
que a maioria dos SCMV, com uma sequéncia repetida diferente e
um alto conteudo do dipeptideo GT, poderia explicar a classificacao
dos isolados brasileiros em um grupo diferente, sugerindo uma nova
estirpe, como mostrado na arvore filogenética apresentada por Souza
et al. (2012). Estas diferencas na sequéncia da proteina capsidial
e a separacéo dos isolados de milho e de sorgo dos acessos de
cana, verificados por Souza et al. (2012), sugerem a existéncia de
diferentes estirpes de SCMV no Brasil.

Conclusoes

Nossos resultados mostraram que os isolados brasileiros de SCMV
coletados em milho e em sorgo formam um grupo monofilético distinto
e estes estdo em concordancia com outros estudos (HA et al., 2008;
XU et al., 2008; GAO et al., 2011) utilizando estas nossas sequéncias
do SCMYV, ja depositadas no GenBank desde dezembro/2005 sob os
seguintes numeros de acesso: DQ315489 (Amostra 01), DQ315490
(Amostra 02), DQ315491 (Amostra 06), DQ315492 (Amostra 08),
DQ315493 (Amostra 09), DQ315494 (Amostra 10), DQ315495
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(Amostra 11), DQ315496 (Amostra 13) e DQ315497 (Amostra 14).
Estes resultados sugerem e reforcam nossos dados em relacao a
uma nova estirpe. Além disso, estudos utilizando o sequenciamento
da proteina capsidial de potyvirus de isolados brasileiros de sorgo
estdo sendo relatados pela primeira vez.
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