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Resumo — O objetivo deste trabalho foi caracterizar bioldgica e molecularmente trés isolados de Sugarcane
mosaic virus (SCMV) de lavouras de milho, analisa-los filogeneticamente e discriminar polimorfismos do
genoma. Plantas com sintomas de mosaico e nanismo foram coletadas em lavouras de milho, no Estado de Sao
Paulo e no Municipio de Rio Verde, GO, e seus extratos foliares foram inoculados em plantas indicadoras e
submetidos a andlise soroldgica com antissoros contra o SCMYV, contra o Maize dwarf mosaic virus (MDMYV)
e contra o Johnsongrass mosaic virus (JGMV). Mudas de sorgo 'Rio' e 'TX 2786' apresentaram sintomas de
mosaico ap6s a inoculagdo dos trés isolados, e 0 DAS-ELISA confirmou a infec¢do pelo SCMV. O RNA total
foi extraido e usado para amplificacdo por transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia de polimerase
(RT-PCR). Fragmentos especificos foram amplificados, submetidos a analise por polimorfismo de comprimento
de fragmento de restricdo (RFLP) e sequenciados. Foi possivel discriminar os genotipos de SCMV isolados
de milho de outros isolados brasileiros do virus. Alinhamentos multiplos e analises dos perfis filogenéticos
corroboram esses dados € mostram diversidade nas sequéncias de nucleotideos que codificam para a proteina
capsidial, o que explica o agrupamento separado desses isolados e sugere sua classificagdo como estirpes
distintas, em lugar de simples isolados geograficos.

Termos para indexagdo: Potyviridae, Zea mays, mosaico comum do milho, RFLP, RT-PCR.

Genetic variability of Sugarcane mosaic virus
causing maize mosaic in Brazil

Abstract — The objective of this work was to characterize biologically and molecularly three Sugarcane mosaic
virus (SCMYV) isolates from maize crops in Brazil, to analyze them phylogenetically and to discriminate
genome polymorphisms. Plants with mosaic and stunting symptons were collected from maize crops in the
state of Sao Paulo and in Rio Verde county, GO, Brazil; their foliar extracts were inoculated in indicator
plants and subjected to serological analysis with antisera to SCMV, Maize dwarf mosaic virus (MDMV) and
Johnsongrass mosaic virus (JGMV). Sorghum 'Rio' and 'TX 2786' seedlings showed mosaic symptons after
inoculation of the three isolates, and DAS-ELISA confirmed infection by SCMYV in these plants. Total RNA was
extracted from the infected leaves and was used as template for reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR). Specific fragments were amplified, subjected to restriction fragment length polymorphism (RFLP)
analysis and sequenced. It was possible to discriminate the SCMV maize isolates from other Brazilian isolates
of the virus. Multiple alignments and phylogenetic profile analyses corroborate these data and show diversity in
the sequence of nucleotides that code for capsidal protein, what explains the distinct clustering of these isolates,
suggesting that they should be ranked as distinct SCMV strains rather than geographical isolates.

Index terms: Potyviridae, Zea mays, maize common mosaic, RFLP, RT-PCR.

Introducio

O mosaico € uma das principais viroses incidentes
na cultura do milho (Zea mays L.) no Brasil
Mundialmente, a doenca pode ser causada por seis
espécies de virus que infectam o milho e constituem
um subgrupo viral: Sugarcane mosaic virus (SCMV),
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espécie que da nome ao subgrupo; Maize dwarf mosaic
virus (MDMYV); Johnsongrass mosaic virus (JGMV);
Sorghum mosaic virus (StMV) (Lesemann et al., 1992;
Shukla et al., 1992); Zea mosaic virus (ZeMV) (Seifers
et al., 2000); e Pennisetum mosaic virus (PenMV),
espécie recentemente sugerida como um novo membro
do subgrupo (Deng et al., 2008). Também faz parte
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deste subgrupo o Sugarcane streak mosaic virus
(SCSMV), espécie viral que nao infecta o milho (Hema
et al., 2002). No Brasil, apenas o SCMV ¢ o MDMV
sdo descritos em infecgdes naturais na cultura do milho
(Almeida et al., 2000; Gongalves et al., 2007a).

Os virus do subgrupo do SCMV e suas diversas
estirpes pertencem ao género Potyvirus, familia
Potyviridae (Shukla et al., 1994; Berger et al., 2005).
Os dados de sequéncia nucleotidica da proteina capsidial
dos Potyvirus podem ser usados para prover uma
classificagdo hierarquica dentro da familia Potyviridae
(Chen et al., 2002; Adams et al., 2005; Viswanathan
et al., 2009; Wang et al., 2010). Ha uma distribui¢io
bimodal entre 17 estirpes, pertencentes a oito espécies
de Potyvirus. Espécies distintas do género apresentam
identidades de sequéncia que variam de 38 a 71% ou
de 75 a 89%, enquanto estirpes de um mesmo virus
exibem de 90 a 99% de identidade. Por sua vez, a regido
C-terminal do gene Nib, no genoma viral, é altamente
conservada entre os Potyvirus (Shukla et al., 1994;
Perera et al., 2009), o que confere a possibilidade de
desenho de oligonucleotideos degenerados universais
para Potyvirus a partir das sequéncias conhecidas.

Os Potyvirus sao transmitidos por varias espécies
de afideos, com maior eficiéncia por Rhopalosiphum
maidis (Fitch) e Schizaphis graminum (Rondani)
(Pirone, 1972; Shukla et al., 1994), cuja incidéncia ¢é
comum no Brasil. Os sintomas de infeccdo em milho
variam conforme a espécie e estirpe do virus, bem
como com a cultivar de milho (Gongalves et al., 2007a).
Os programas de melhoramento genético de milho
realizam a avaliacdo de novas cultivares ¢ hibridos
quanto a tolerancia ao mosaico (Schuelter et al., 2003);
porém, ndo ha recomendacgdo de cultivares resistentes
a doenca. A adogao de cultivares tolerantes evita que o
mosaico ocasione grandes perdas na cultura.

No Brasil, ndo ha relatos de grande impacto
econdmico desse virus nos ultimos anos. Entretanto, o
SCMV pode ocorrer em infecgdes mistas com o Maize
rayado fino virus (MRFV) e causar danos mais severos
e perdas de maior proporg¢ao a cultura (Gongalves et al.,
2007a). Outro aspecto a ser considerado ¢ o de que o
SCMV também incide sobre outras poaceas cultivadas,
entre as quais a cana-de-agucar (Sacharum spp.) € 0
sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] (Espejel et al.,
2006), além de atacar diversas espécies da vegetacao
espontanea, como 0s capins massambara (Sorghum
halepense L.) e colonido (Panicum maximum Jacq.)
(Pirone, 1972).

Em razdo do grande aumento na area plantada de
cana-de-acucar no pais, nos ultimos anos, ¢ do advento
do cultivo de milho na safrinha (milho semeado
entre janeiro e margo), a incidéncia do mosaico tem
aumentado no campo (Dudienas et al., 1997; Fernandes
& Oliveira, 1997; Gongalves et al., 2007b). Assim,
amplia-se a possibilidade de que novas estirpes do
SCMV estejam se disseminando no pais, o que merece
um estudo mais detalhado da variabilidade do virus.
Informagdes sobre este assunto sao pouco difundidas
no Brasil, porém s3o essenciais para o sucesso do
melhoramento genético do milho quanto a resisténcia
a0 mosaico-comum.

Nos anos de 2006 e 2007, foram observadas varias
lavouras de milho atacadas com o mosaico-comum do
milho, especialmente no Estado de Sao Paulo e regido
do Municipio de Rio Verde, GO, conforme Gongalves
et al. (2007Db).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar bioldgica
e molecularmente trés isolados do SCMYV, de lavouras
de milho, analisé-los filogeneticamente e discriminar
polimorfismos do genoma, em comparacgao a diversos
outros isolados do virus do Brasil e exterior.

Material e Métodos

Amostras de cultivares de milho com sintomas de
mosaico foram coletadas em campos experimentais e
comerciais nos municipios de Campinas e Santo Antonio
da Posse, no Estado de Sdo Paulo, € no Municipio de
Rio Verde, Estado de Goias, nos anos de 2006 ¢ 2007.
Os isolados virais foram identificados; o material foliar
coletado foi utilizado para inoculagdes, e o restante
separado em aliquotas para armazenamento a -20°C.
Os isolados receberam os nomes de SCMV-CAMP,
SCMV-STAP e SCMV-RYV, de acordo com as letras
iniciais dos municipios de coleta.

Para a caracterizacdo bioldgica, os isolados virais
foram inoculados nas hospedeiras diferenciais de sorgo
(Sorghum bicolor) — 'Rio' e '"TX 2786' — e aveia (Avena
sativa L.) (Shukla et al., 1994; Brunt et al., 1997).
As inoculagdes foram realizadas com aliquotas de
folhas das plantas infectadas, trituradas em nitrogénio
liquido e diluidas a razdo 1:10, em tampao fosfato
de sdédio 0,01 mol L, pH 7,2, com 0,1% de sulfito
de sodio. Dez plantas de cada espécie e cultivar das
plantas indicadoras foram infectadas no estadio de
oito dias apo6s a emergéncia, e uma planta adicional
foi deixada como controle, sem inocula¢do. Todas
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as plantas foram mantidas em casas de vegetagdo,
sem controle de temperatura ¢ umidade, com tela de
protecdo anti-afideos, e os sintomas foram monitorados,
semanalmente, durante trés meses.

Os isolados, coletados da parte aérea de plantas de
milho com sintomas de mosaico, foram submetidos
a analise por DAS-ELISA, com antissoros AGDIA
(AGDIA Inc., Elkhart, Indiana, EUA) para as espécies
SCMV, JGMV e MDMV do subgrupo do SCMYV,
tendo-se utilizado controles positivos e negativos para
cada espécie de virus, adquiridos da mesma empresa.
O procedimento para as analises e os tampoes utilizados
seguiram as recomendag¢des do fabricante.

Amostras de folhas infectadas com os trés isolados
de milho foram analisadas por microscopia eletronica
de transmissdo. Para observacdes em contraste
negativo, fragmentos de folhas com sintomas foram
macerados em tampdo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0.
Telas revestidas com filme de colddio, reforcado com
carvao, foram deixadas por 5 min sobre uma gota
do extrato obtido e lavadas com agua destilada, e as
preparagdes foram contrastadas em acetato de uranila
a 2%. Para observacgdes in situ, fragmentos foliares do
mesmo material foram fixados por 12 horas a 4°C em
glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1 mol L,
pH 6,8, pds-fixados em tetroxido de dsmio a 1% no
mesmo tampao, contrastados em acetato de uranilaa 2%
por 6 horas, desidratados e incluidos em resina Spurr.
Seccoes ultrafinas desse material foram obtidas em
ultramicrotomo LKB IIT (LKB Produkter AB, Bromma,
Suécia), e contrastadas com acetato de uranila a 2%
e citrato de chumbo Reynolds. As observagdes foram
efetuadas em microscopio eletronico de transmissdo
(EM208, Philips, Eindhoven, Holanda).

O RNA total das folhas infectadas foi extraido com
o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
Um oligonucleotideo de 17-mer, ancorado na sua
extremidade 3’ (dT;;V), foi utilizado para a obtengdo
dos cDNAs. As reagdes de transcrigao reversa (RT)
foram realizadas com o kit cMaster Rtplus (Eppendorf—
Netheler, Hamburg, Alemanha), tendo-se aplicado
2 png de RNA total extraido das plantas infectadas,
em combinacdo com 5 w mol L' do oligonucleotideo
dT,,V, previamente incubados a 70°C por 10 min.
Os oligonucleotideos senso, SCMVF4 (Alegria
et al., 2003) e STIMVF3 (Yang & Mirkov, 1997), e os
oligonucleotideos anti-senso, SCMVR3 e SrMVF3
(Yang & Mirkov, 1997), foram usados para amplificar
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regides do genoma correspondentes a capa proteica
(CP) das espécies SCMV e SrMV, respectivamente.
O oligonucleotideo senso GARGCATGGGGATA
(SCMVNI2), localizado na regido C-terminal da
proteina de inclusdo NIb, desenvolvido no presente
trabalho a partir do alinhamento de sequéncias de
nucleotideos correspondentes de diversas espécies e
estirpes do subgrupo do SCMYV, também foi utilizado
nas reagdes. O cDNA proveniente da reagdo de RT foi
amplificado com trés combinagdes de oligonucleotideos:
5 umol L' do oligonucleotideo degenerado SCMVF4
e 1 pmol L' do oligonucleotideo SCMVF3;
1 umol L' dos oligonucleotideos StMVF3 e StMVR3;
5 umol L' do oligonucleotideo degenerado SCMVNI2
e 1 umol L' do oligonucleotideo SCMVR3. As reagdes
de PCR foram feitas com 2 pL do produto da RT por
reacdo, conforme as instrugdes do kit cMaster Rtplus
(Eppendorf, Westbury, New York, EUA). As amostras
foram levadas para um termociclador PTC-200,
(MJ-Research, Waltham, MA, EUA) onde, apos a
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min, a amplificacdo
foi feita com 35 ciclos de 94°C por 1 min, 54°C por
2 min, 72°C por 3 min, seguidos por uma extensao
final a 72°C por 10 min. Os produtos de RT-PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,2%,
corados com brometo de etideo e observados sob luz
UV.

Apos a analise das sequéncias de nucleotideos da
capa proteica, das diferentes espécies componentes
do complexo viral do SCMV disponiveis no GenBank
(National Center for Biotechnology Information,
2011b), foram selecionadas as enzimas de restri¢do
Hpal e Dral para as analises por RFLP. Os produtos de
RT-PCR, obtidos com os oligonucleotideos especificos,
foram precipitados com acetato de so6dio 0,3 mol L' e
2,5 volumes de etanol. Os precipitados foram lavados
com etanol a 70%, ressuspendidos em agua deionizada
purificada (Milli-Q) e submetidos a digestdo enzimatica
por cerca de 2 horas a 37,5°C. Os produtos da digestao
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2%, corados com brometo de etideo e observados sob
luz UV (Sambrook et al., 1989).

As bandas selecionadas foram recortadas do gel
¢ pesadas para purificacdo do DNA com o kit Rapid
Gel Extraction GIBCO, BRL, (Life Technologies,
New York, NY, EUA). Os fragmentos de DNA foram
clonados por meio do pGEM-T Easy Vector System
(Promega, Madison, WI, EUA) e pCR2.1-Topo
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os plasmideos
recombinantes foram analisados a partir de insertos
do tamanho esperado, e amplificados em Escherichia
coli DH5a.. Apos a selecao dos clones recombinantes
em meio com antibiotico, a presenca dos fragmentos
clonados nos respectivos vetores foi confirmada
por digestdo com a enzima de restricdo EcoRI, e
posterior eletroforese em gel de agarose a 1%, corado
com brometo de etideo e observado sob luz UV.
Os fragmentos de DNA eluidos foram precipitados
com etanol absoluto e acetato de sddio 3 mol L,
pH 5,1. Os sedimentos obtidos foram ressuspendidos
em tampao TE pH 8,0 e purificados em coluna
Qiaquick (Qiagen, Valencia, CA, EUA). As sequéncias
de nucleotideos foram determinadas com o kit Big
Dye (Applied Biosystems Inc., Carlsbad, CA, EUA)
segundo protocolo do fabricante, em um sequenciador
automatico modelo ABI3100 (Applied Biosystems Inc.,
Carlsbad, CA, EUA). Foram realizadas trés reacdes de
sequenciamento, com cada oligonucleotideo, para a
confirmagdo das sequéncias obtidas.

As sequéncias de nucleotideos e as deduzidas em
aminoacidos resultantes foram analisadas e alinhadas
com o programa Bio Edit Sequence Alignment Editor
(Hall, 1999), e os consensos submetidos ao algoritmo
BLAST do NCBI (National Center for Biotechnology
Information, 201la), para comparacdo com as
sequéncias homologas depositadas no GenBank.
Alinhamentos multiplos foram realizados com o
programa ClustalW (Thompson et al., 1994), ¢ o grau
de identidade de nucleotideos foi determinado com o
BioEdit.

As sequéncias deduzidas de aminoécidos da capa
proteica dos trés isolados de milho e as de outros
membros do subgrupo do SCMV foram utilizadas
para as analises filogenéticas. A arvore filogenética
foi construida pelo método de "neighbor-joining",
com o programa PAUP 4.0b8 (Sinauer Associates
Inc. Publishers, Sunderland, MA, EUA), ¢ a robustez
dos dados foi obtida com 2000 reamostragens de
"bootstraps".

Resultados e Discussao

A caracterizagdo bioldgica revelou que os trés
isolados de milho pertencem a espécie SCMV, em
razdo dos sintomas caracteristicos apresentados pelas
hospedeiras diferenciais. Os trés isolados inoculados
produziram sintomas de mosaico, com diferentes

intensidades, em sorgo 'Rio' e 'TX 2786'. As plantas
de aveia infectadas com os isolados selecionados ndo
apresentaram sintomas de infec¢do. Inicialmente,
a infeccdo e os sintomas de mosaico em sorgo 'Rio'
indicaram tratar-se de isolados do subgrupo do SCMYV,
possivelmente uma das espécies, SCMV, MDMYV,
StMV ou JGMYV, as quais infectam naturalmente o
milho. A auséncia de infec¢do em aveia eliminou a
possibilidade de infeccdo pelo JGMV. A infec¢do no
sorgo 'TX2786' descartou a possibilidade de tratar-se
da espécie STMV, que ndo infecta esta cultivar (Tosic
et al., 1990). Os resultados de DAS-ELISA também
excluiram a possibilidade de infec¢do pelas espécies
MDMYV e JGMYV, ao mesmo tempo que confirmaram
a infeccdo pelo SCMV. As leituras de absorbancia
em DAS-ELISA foram feitas a 405 nm e as amostras
que tiveram média dos valores de absorbancia, de trés
réplicas, superior a trés vezes a média do controle
negativo, foram consideradas positivas. Os isolados
analisados reagiram positivamente apenas quanto ao
SCMYV, e confirmaram os resultados das indexagdes
bioldgicas.

E importante observar que, apesar de a ocorréncia
da estirpe MDMV-B ter sido relatada recentemente no
Brasil (Almeida et al., 2000), houve uma reclassificagao
das estirpes de SCMV e MDMV com base nos
estudos soroldgicos com anticorpos especificos de
virus direcionados a regido N-terminal da proteina
capsidial (Shukla et al., 1994). Esta estirpe passou a
ser considerada como pertencente ao SCMV, dado
confirmado posteriormente pelo sequenciamento do
seu RNA viral (Yang & Mirkov, 1997). Os resultados
relatados no presente trabalho reafirmam a constatacao
feita por Gongalves et al. (2007b) de que o agente
causal predominante do mosaico em poaceas no Brasil
¢ 0 SCMYV, e a espécie MDMYV nao ocorre no pais.

As amostras de extratos foliares apresentaram
particulas virais alongadas e flexuosas, com tamanho
entre 756 ¢ 801 nm. As secg¢des ultrafinas mostraram
particulas virais no citoplasma semelhantes as
observadas nos contrastes negativos, além de inclusdes
citoplasmaticas tipicas de Potyviridae, entre elas
agregados lamelares, cata-ventos e tubos ou "scrolls"
(Figura 1). A ocorréncia simultanea dos trés tipos de
inclusodes cilindricas citoplasmaticas ¢ caracteristica de
infecgdo por SCMV, uma vez que as demais espécies do
subgrupo induzem apenas a formacdo de cata-ventos e
"scrolls" (Lesemann et al., 1992). Estes resultados sao
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corroborados pelos relatados na indexagao bioldgica e
na analise sorologica dos isolados.

A andlise eletroforética dos produtos de RT-PCR
mostrou a presenca de fragmentos especificos de 888
pb para os isolados testados, amplificados com o par
de oligonucleotideos SCMVF4 e¢ SCMVR3. Nio
houve amplificagdo com o par de oligonucleotideos
StMVF3 e StMVR3 (Figura 2). A combinagdo dos
oligonucleotideos SCMVNI2 e SCMVR3 amplificou
fragmentos de 1.501 pb que cobriam a proteina
capsidial e parte da regido C-terminal da proteina de
inclusdo NIb (Figura 3). A amplificagdo de fragmentos
especificos somente com os oligonucleotideos para
o SCMYV, aliada aos dados de sequenciamento,
confirmaram que os isolados pertencem a espécie
SCMYV, o que descartou a possibilidade da presencga da
espécie STMV, sem relatos no Brasil até o momento.

Os fragmentos de 888 pb amplificados a partir dos
trés isolados de milho, correspondentes a capa proteica,
foram submetidos a digestdo com as enzimas Hpal e
Dral. A digestao enzimatica também foi realizada com
fragmentos do mesmo tamanho, amplificados com o
mesmo par de oligonucleotideos, provenientes de
outros isolados obtidos de milho e de cana-de-actcar
(Gongalves et al., 2007a; 2007b). Os produtos de
amplificagdo obtidos para os trés isolados do milho ndo
sofreram restricdo enzimatica com as endonucleases
testadas (Figura 4). Os demais isolados de cana-de-agucar

{ 4
T

Figural. Micrografia eletronica de secgdes ultrafinas de
parénquima foliar de milho infectado com o isolado SCMV
Campinas, com inclusdes cilindricas citoplasmaticas:
agregados laminares (AL), "scrolls" (S) e cata-ventos (CT).
Barra de escala = 300 nm.
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e milho produziram fragmentos de aproximadamente
550 e 340 nucleotideos, quando tratados com a enzima
Hpal, o que mostra polimorfismo entre os dois grupos
de isolados (Figura 5). Estes resultados permitiram
separar os trés isolados de milho dos outros analisados.
O perfil eletroforético de restrigdo encontrado para
os demais isolados de cana-de-acticar e milho esta
de acordo com o esperado para isolados do SCMV e
segue 0 mesmo padrdo descrito por Yang & Mirkov
(1997), o que possibilita a confirmacao da infecgdo por
essa espécie.

SCMVF4+SCMVR3 SrMVFE3+SCMVR3

890 bp

Figura 2. Analise eletroforética dos produtos amplificados
por RT-PCR, com os pares de oligonucleotideos SCMVF4,
SCMVR3 e SrMVF3, StMVR3, a partir de RNA total
extraido de folhas de milho infectadas. Colunas: 1, milho
de Rio Verde; 2, milho de Santo Antdnio; 3, milho de
Campinas; 4, controle negativo (sorgo sadio); 9, marcador
de massa molecular, DNA 100 pb.

Figura 3. Analise eletroforética dos produtos amplificados
por RT-PCR, com os oligonucleotideos SCMVNI2 e
SCMVR3, a partir de RNA total extraido de folhas de milho
infectadas. Colunas: 1, milho de Campinas; 2, milho de
Santo Antonio; 3, vazio; 4, milho de Rio Verde; 5, sorgo
sadio; 6, marcador de massa molecular, DNA 100 pb.
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As sequéncias de nucleotideos, obtidas a partir dos
fragmentos amplificados com o parde oligonucleotideos
SCMVF4 ¢ SCMVR3, que compreendem a proteina
capsidial, apresentaram alguns nucleotideos indefinidos
na por¢do N-terminal da proteina. Por este motivo, nas
reacdes de sequenciamento que se sucederam, foram
usados os fragmentos de 1.501 pb, amplificados com
os oligonucleotideos SCMVNI2 e SCMVR3, o que
produziu sequéncias de maior confiabilidade nessa
regido. As sequéncias de nucleotideos codificadores da
proteina capsidial, e parte da replicase (gene NIb) dos
1solados SCMV-CAMP, SCMV-STAP ¢ SCMV-RY,
encontram-se sob os respectivos nimeros de acesso no
GenBank: HQ342698, HQ439439 e HQ439440.

Quando comparadas as sequéncias de nucleotideos
dos outros isolados brasileiros e as de maior identidade
depositadas no GenBank, a sequéncia de nucleotideos
da regido N-terminal da proteina capsidial dos isolados
de milho apresentaram a maior variabilidade (Figura 6).
De acordo com Adams et al. (2005), Zhong et al. (2005)
e Wang et al. (2010), a regido N-terminal da capa
proteica apresenta maior variabilidade de sequéncias
entre os membros de Potyviridae e, muitas vezes,
determina a distingdo de estirpes e espécies dentro da
familia. Uma possivel explicacdo para essa diversidade
¢ a duplicagdo de motivos peptidicos curtos, como a
relatada para estirpes do SCMV e SrMV (Yang &
Mirkov, 1997).

Figura 4. Anadlise de polimorfismos de comprimento
de fragmentos, com uso das enzimas de restricdo Hpal
e Dral, dos produtos de RT-PCR de isolados virais de
cana-de-agucar e milho. Colunas: 1, cana Jau; 2, milho de
Sdo José Bela Vista; 3, milho de Ribeirdo Preto; 4, cana de
Novo Horizonte; 5, cana de Jussara; 6, cana de Serrana; 7,
vazio; 8, marcador de massa molecular, DNA de 100 bp.

A maior percentagem de identidade das sequéncias
de nucleotideos da capa proteica dos trés isolados de
milho ocorreu com outros nove isolados brasileiros
do SCMYV, depositados no GenBank. A percentagem
de identidade variou de 91 a 93%, com os isolados
BROI, BR02, BR06, BR08, BR09, BR10, BRII,
BR13 ¢ BR14, sob os nimeros de acesso DQ315489,
DQ315490, DQ315491, DQ315492, DQ315493,
DQ315494, DQ315495, DQ315496 ¢ DQ315497,
respectivamente (Figura 6).

As sequéncias deduzidas de aminoacidos da capa
proteica destes isolados, ¢ as de outros membros do
subgrupo do SCMV e do género Potyvirus foram
utilizadas para a analise filogenética dos isolados.
O filograma obtido ilustra a posi¢do dos trés isolados
de milho, em relagdo aos demais isolados brasileiros
do SCMV de milho e cana-de-agucar, aos isolados de
diferentes regides geograficas, e as espécies MDMYV,
StIMV e JGMV (Figura 6). A analise filogenética
realizada permitiu a separagdo de quatro grupos
monofiléticos distintos de isolados do SCMV. Sao
claramentevisiveis trés grupos: umformadoporisolados
de cana-de-agucar e milho provenientes do Brasil e
da Australia; um formado pelos isolados brasileiros
previamente mencionados, BRO1, BR02, BR06, BROS,
BR09, BR10, BR11, BR13, provenientes de diferentes
localidades do Brasil; e um terceiro formado pelos
trés isolados de milho SCMV-CAMP, SCMV-STAP,
SCMV-RV e o isolado BR14, sem referéncias precisas
sobre sua origem. Ainda ¢ possivel visualizar a

1.500 bp

600 bp
300 bp

Figura 5. Analise de polimorfismos de comprimento de
fragmentos, com uso das enzimas de restricdo Hpal e Dral,
dos produtos de RT-PCR de isolados virais de cana-de-agticar
e milho. Colunas: 1, Milho de Santo Antdnio da Posse; 2,
milho de Campinas; 3, cana de Ribeirdo Preto; 4, cana de
Buritizal; 5, milho de Rio Verde; 6, marcador de massa
molecular, DNA de 100 bp.
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Bundaberg
Brisbane A
Isis3
SCMV-FERI1
92- Cana-Ribeirdo Preto

Cana -Novo Horizonte

100 Milho-Mococa

r Cana-Jau-2

JAU-1

Cana-Guaira

RIB-1

Cana-Serrana

9 SCMV-MDB

m ———SCMV-CAMP

9 SCMV-RV
BR14
SCMV-STAP

MDMV-Beijing

SrMV-Strain H

JGMV-ZMA

—
0.05

Figura 6. Analise filogenética por "neighbor-joining",
com 2.000 "bootstraps", tendo-se empregado as
sequéncias deduzidas de aminoacidos da capa proteica
de diferentes isolados do subgrupo do SCMV e espécies
de Potyvirus relacionadas. A percentagem de réplicas
de "bootstrap" observada ¢ indicada para cada ramo.
Abreviagdes e respectivos nimeros de acesso no GenBank:
SCMV-Bundaberg (AAC17482); SCMV-Brisbane Strain
A (CAC81986); SCMV Isis-3 (AF006728); SCMV-FERI
(AY819719); Cana de Ribeirdo Preto (ndo registrado);
Cana de Novo Horizonte (ndo registrado); SCMV-PIR-2
(AY819718); Milho de Mococa (ndo registrado); Cana de
Jau-2 (ndo registrado); SCMV-JAU-1 (AY819717); Cana de
Guaira (ndo registrado); SCMV-RIB-1 (AY819716); Cana
de Serrana (ndo registrado); BRO1 (DQ315489); ¢, BR02
(DQ315490); BR06 (DQ315491); BROS (DQ315492); BR09
(DQ315493); BR10(DQ315494); BR11(DQ315495); BR13
(DQ315496); BR14 (DQ315497); SCMV-MDB (D00949);
SCMV-CAMP (HQ342698); SCMV-STAP (HQ439439);
SCMV-RV (HQ439440); MDMV-Beijing (CAA04929);
SrMV-strain H (CAC84434); JGMV-ZMA (NP619668).
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separagdo do SCMV-MDB em um tunico grupo que,
apesar de classificado como um isolado do SCMYV, foi
sugerido como uma nova espécie do subgrupo (Yang &
Mirkov, 1997). E interessante observar que os isolados
de milho estudados no presente trabalho agrupam-se
apenas com o isolado brasileiro BR14, e constituem,
provavelmente, uma unica estirpe viral, apesar da
origem geografica diversa desses isolados.

Conclusoes

1. Os isolados de Sugarcane mosaic virus obtidos
de lavouras de milho em Campinas e Santo Antdnio
da Posse, Estado de Sdo Paulo, e no Municipio de Rio
Verde, Estado de Goias, constituem uma nova estirpe
do SCMYV no Brasil.

2. Os isolados brasileiros de Sugarcane mosaic
virus BRO1, BR02, BR06, BR08, BR09, BR10, BR11
e BR13 constituem uma estirpe distinta dos isolados
SCMV avaliados no presente trabalho.
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