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RESUMO

Os virus causadores do mosaico da cana-de-agticar encontram-se disseminados em todas as
regides canavieiras do mundo, podendo infectar culturas de milho, sorgo e outras gramineas. Este
trabalho teve como objetivo determinar as propriedades de isolados paranaenses dos clones de
cana-de-agticar RB925268 e RB945950, e compara-los comisolados das variedades RB72454 e SP86-
155 doEstado deSao Paulo. Foram observadas variagdes na severidade, e no tempo necessario para
a manifesta¢do dos sintomas nas plantas inoculadas com cada isolado. Através da reagdo de RT-
PCR com oligonucleotideos para o SCMV, obteve-se a amplificacdo de fragmentos com aproxi-
madamente 900 pb da ORF codificadora da protéica capsidial. O padrdo de RFLP resultante do
tratamento dos produtos de RT-PCR com a enzima Hinfl revelou variagdes na seqiiéncia de
nucleotideos, indicando que possam existir diferentes estirpes do SCMV entre os isolados.

PALAVRAS-CHAVE: SCMV, Potyvirus, RT-PCR.

ABSTRACT

PROPERTIES OF VIRUS ISOLATES FROM SACCHARUM SPP. CAUSING MOSAIC IN
SUGARCANEINPARANA ANDSAOPAULOSTATES, BRAZIL. Viruses associated with sugarcane
mosaic are disseminated in all sugarcane producing areas, and also may infect maize, sorghum
and other gramineous plants. The objective of this study was to determine some properties of two
virus isolates causing mosaic in the sugarcane clone RB925268 and RB945950, from the state of
Parand, compared to those of isolates from sugarcane varieties RB72454 and SP86-155 from the state
of SdoPaulo. Brazil. The symptom severity and the time of their appearance differed for eachisolate
intheinoculated plants. RT-PCRreactions with SCMYV specific primers allowed for the amplification
of 900-bp fragments of the virus coat protein open reading frame (ORF). The restriction fragment
length polymorphism pattern (RFLP) obtained with Hinfl treatment of the RT-PCR products
revealed nucleotide sequence variations indicating there could be different SCMV strains among
these isolates.

KEY WORDS: SCMV, Potyvirus, RT-PCR.

Omosaicoéuma das principais doengas da cana-
de-actcar (Saccharum spp.), podendo ser causado por
umsubgrupo de quatro espécies distintas de Potyvirus
que infectam diferentes podceas: Sugarcane mosaic
virus (SCMV), espécie que dd nome ao complexo viral
do SCMV; Sorghum mosaic virus (StMV); Maize dwarf
mosaic virus (MDMV); e Johnsongrass mosaic virus
(JGMV), (SHukLaet al., 1994). Recentemente, a espécie
Zea mosaic virus (ZeMV),isolada de milho, foi propos-
ta como um novo membro do subgrupo (SEIFERs et al.,
2000).

Como os virus da cana-de-agticar podem infectar
outras gramineas como milho (Cosrta et al., 1971) e
sorgo (PINTO, 1984), a utilizacdo de novas cultivares
introduzidas no Brasil, e o plantio na entre safra,

podem contribuir para o aumento da incidéncia do
mosaico nessas culturas (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997).

Este trabalho teve como objetivo identificar dois
isolados virais de clones de cana-de-agtcar cultiva-
dos numa area experimental do Parand, e compara-
loscom doisisolados obtidos de um plantio comercial
do Estado de Sao Paulo.

Folhas de cana-de-agticar dos clones RB925268 e
RB945950 cultivados no Municipio de Sao Tomé, PR,
e folhas das variedades RB72454 e SP86-155, prove-
nientes do Municipio de Piracicaba, SP, com sintomas
de mosaico, foram utilizadas nas inocula¢des meca-
nicas de Sorgo bicolor cv. Rio, para manutengao e
propagacao dos virus. Gramineas de diferentes espé-
cies foram inoculadas com o inéculo preparado de
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folhas de sorgo maceradas e trituradas em um
liquidificador, na presenga de tampao fosfato desédio
(Na,HPO,) e potassio (KH,PO,) 0,05M e pH 7,0, mais
1,3% de sulfito de sédio (Na,SO,). As plantas inocu-
ladas foram mantidas em estufa pléstica, e observa-
das durante 10 a 50 dias ap6s a inoculagao.
Seccdes ultrafinas de folhas de sorgo ‘Rio” com
mosaico foram examinadas em um microscépio ele-
tronico de transmissdao Zeiss EM900, onde também
foram observadasasreagdes deimunoadsor¢ao (ISEM)
utilizando anti-soros policlonais paraoSCMV eStMV,
segundo procedimentos previamente descritos
(Kitajmma, 1965; MILNE; LESEMANN, 1978).
ParaextracdodosRNAstotaisdeplantasinfectadas,
foramutilizados 100 mg de tecido fresco de sorgo ‘Rio’
triturado em nitrogénio liquido, conforme o protocolo
de extracdo do RNeasy® Plant Kit (Qiagen®). Para a
sintese do cDNA foi utilizado o protocolo descrito por
Y anG; Mirkov (1997), com modificagdes, adicionando-
se em um microtubo 4 nL. do RNA total obtido de
plantas infectadas, 4 nlL da solugdo (3ng/nl) do
oligonucleotideo hexamero randdémico pd(N), -
INVITROGEN™, 6ni.dotampaodetranscrigdoreversa
10x (200 mM Tris-HCl, pH 8,4, 500 mM KCl), 2nL de
dNTP mix (10 mM), 3nL de 4gua tratada com DEPC,
seguido de um aquecimento a 65° C durante 5 min, e
resfriamentono gelo por1min, adicionando-se4nilde
MgCl, (25mM),2nL de DTT (0,1 M) e InLdeRNaseout,
levemente misturados e centrifugados, e incubados a
25° C por 2 min, acrescentando-se 2 L. da enzima
transcriptase reversa do M-MLV (Invitrogen ®), e 6rL
de dgua tratada com DEPC com aquecimento a 25° C
durante 10 min, e a 42° C por 50 min. Para o PCR foi
utilizado 5L do cDNA, e adicionado 5nl. detampao
10X PCR-Buffer (0,5 M Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M
MgCl, pH 8,0), 3 nL de MgCl, (25 mM), 2L ANTP mix
(10 mM) e, 2 L dos oligonucleotideos SCMV-F (5'-
CCCTCTAGATTTYCA CCAAGCTGGAA-3)eSCMV-
R (5-CCCAAGCTTAGCTGTGTGTCTCTCTGTAT
TCTC-3’) (desenvolvidos pelo Centro de Tecnologia
Canavieira, Piracicaba, SP), cujas seqiiéncias sdo si-
milares as dos oligonucleotideos SCMV-F3 e SCMV-
R3 de Y anc; Mirkov (1997), e 2nL. dos oligonucleotideos
SrMV-F3eSrMV-R3 (Y aNG; Mirkov, 1997), especificos
para amplificacdo dos genes da capa protéica do
SCMV e do SrMV, respectivamente. As rea¢des foram
conduzidasem um termociclador BBOMETRA®, pro-
gramado para um ciclo de 94° C (1 min), quarenta
ciclos de 94° C (1 min), 55° C (1 min), e 72° C (1 min),
seguido de um tnico ciclo de 72° C (7 min). Uma
aliquota de 10nL.do produtode RT-PCRfoianalisada
por eletroforese em gel de agarose (1,2%). Os padroes
de RFLP gerados pelo tratamento dos produtos de RT-
PCR com as enzimas de restricao Tagl e Hinfl foram

analisados através de eletroforese em gel de agarose
al7%.

Os sintomas induzidos pelos isolados das varie-
dades RB72454 e SP86-155 foram mais severos, sur-
gindo 5 dias antes dos sintomas causados pelos
isolados doParana, os quais se manifestaramentre 10
equinzediasapésainoculagdo. Ascultivares desorgo
‘Rio’, “TX 398B’, “‘Brandes BR 501’, de milho ‘K 75,
‘AMS 22, e a cultivar de milho pipoca ‘IAC 112,
mostraram-se susceptiveis aos quatro isolados. Po-
rém, as cultivares de sorgo “TX632B" e milho “BR106
apresentaram sintomas de mosaico, apenas quando
inoculadas com os isolados de RB72454 e SP86-155
de Sao Paulo, enquanto a variedade de milho pipoca
‘UEL/PRO25" apresentou sintomas apenas quando
inoculada com o isolado de RB72454.

Em S&do Paulo, vérios isolados da cana-de-acgu-
car, milho e sorgo, do SCMYV, foram identificados,
sendo que um deles quebrou a resisténcia da varie-
dade RB72454, a mais cultivada no pais (GONCALVES
et al.,2007). Neste trabalho, os isolados de RB72454
e de SP86-155, provenientes de Sdo Paulo, mostra-
ram-se mais agressivos que os isolados do Parana,
causando avermelhamento e necrose em sorgo ‘Rio’
(Tabela 1).

As analises de microscopia eletrénica revelaram
particulasalongadas elevemente flexuosas tipicas de
Potyvirus, e nas reagdes de imunoadsorcdo (ISEM) o
anti-soro para o SCMV ndo reagiu com material
infectado. Por outro lado, houve fraca reagdo do anti-
soro para o STMV contra todos os isolados testados.

De modo semelhante, nos ensaios realizados por
GoNcALVEs et al. (2007), umisolado do SCMV também
nao pddeser detectadonos testes DAS-ELISA comum
anti-soro comercial para essa espécie. Segundo
HotLLings; Brunt (1981), diferentes estirpes de uma
mesma espécie de Potyviridae podem ser tado
distantemente relacionados sorologicamente quanto
elas sdo de outras espécies da familia. Portanto, a
inconsisténcia verificadanos testes sorolégicosnao é
incomum, e a sorologia, muitas vezes, apresenta-se
insatisfatéria naidentificagio de membros dafamilia
Potyviridae (SHUKLA et al., 1994).

Nosensaios de RT-PCR foram obtidos fragmentos
deaproximadamente 900 pbcom os oligonucleotideos
SCMV-F e SCMV-R (Fig. 1). E ndo ocorreram amplifi-
cacdes comos oligonucleotideos SrMV-F3eSrMV-R3
nos testes realizados.

Embora oSrMV e 0o SCMYV sejam os mais encontra-
dos nas infec¢Ges naturais da cana-de-agucar, até o
momento apenas o SCMV pdde ser identificado no
Brasil, e em paises africanos (GONCALVEs et al., 2007;
ALEGRIA et al., 2003). Todavia, nos Estados Unidos, em
levantamentos na Louisiana, mais de 90% das amos-
tras encontradas foram das estirpes I e H do SrMV,
demonstrando que naquele pais este virus vem assu-
mindo importancia crescente como causador do mo-
saico da cana-de-agucar (GrisHAM; PaN, 2003).
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Propriedades de isolados virais de Saccharum spp. causadores de mosaico em cana-de-agticar no Parané e Sdo Paulo.

Tabela 1 - Reacdes das hospedeiras a inoculagdo mecanica dos isolados virais provenientes das variedades RB72454 e
SP86-155, e dos clones RB925268 e RB945950 de cana-de-agtucar.

Hospedeiras

Isolados

RB925268

RB945950 RB72454 SP86-155

Avena strigosa -
Brachiaria decumbens -
Brachiaria brisanta -
Sorghum bicolor
cv. Rio
cv. TX 398B ML
cv. TX 623B -
cv. Brandes BR 501 ML
cv. SC 283 -
Zea mays
cv. 30F90 -
cv. IPR 119 -
cv. IPR 114 M
cv. AG 7000 -
cv. BR 106 -
cv. K75 M
cv. AMS 22 M
cv. CMS 39 -
cv. PENTA -
cv. JAC AL-25 -
cv. Pipoca IAC 112 M
cv. Pipoca UEM J1 -
cv. Pipoca UEL/PRO25 -
cv. Pipoca VICOSA ML
cv. Pipoca Beija-flor -

z

ML ML
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=
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=
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ML ML ML
M
- ML ML
ML M M

(*) M: mosaico sistémico; ML: mosaico leve; A: avermelhamento; N: necrose (-) auséncia de sintomas.

Fig.1- Analise eletroforética dos produtos de amplifica-
¢do por RT-PCR de aproximadamente 900 pb daregiao5’-
terminal da capa protéica viral, com os oligonucleotideos
SCMV-F e SCMV-R. (1) Isolado de RB925268; (2) Isolado
de RB945950; (4) Isolado de RB72454; (5) Isolado de SP86-
155, (3 e 6) Cana-de-agticar sadiae (M) DNA Ladder 100pb.

O padrao de RFLP gerado pelo tratamento dos
produtos de RT-PCR, com as enzimas Tagl e Hinfl,
confirmou que osisolados de RB72454 e SP86-155 sdo
da mesma estirpe (Fig.2), como indicado pela seme-
lhanga na severidade de sintomas em hospedeiras
inoculadascomestesisolados (Tabela1). Foiobserva-
doainda, que os padrdes de bandas das enzimasTagl
e Hinfl diferiram dos padroes para as estirpes ameri-
canasA,B,DeEdoSCMV, combasenatécnicade RT-
PCR-RFLP utilizada por Yanc; Mirkov (1997) com
estas enzimas. Com base no polimorfismo de bandas
da enzima Hinfl, podemos suspeitar que os isolados
do Parand ndo sejam da mesma estirpe, embora os
sintomas induzidos por ambos tenham sido muito
semelhantes.

Isolados do SCMYV jaseqiienciadosno Brasil apre-
sentaram maior proximidade com a estirpe SCMV-
Brisbane da Australia, com identidade variando de
78 a 96% (GONCALVEs et al., 2007). Neste trabalho, a
anélise por RFLP dos isolados brasileiros com as
enzimas de restricao Tagql e Hinfl resultaram em pa-
drdes de polimorfismo diferentes dos obtidos para
isolados americanos do SCMV. Estes resultados evi-
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denciam a estreita correlacdo existente entre as estir-
pes do SCMV e suas localizagdes geogréficas, o que
deveser consideradonos programas de melhoramen-
to e de biotecnologia, visando a resisténcia da cana-
de-agticar ao mosaico.

Fig.2-Padroes de RFLP obtidos com a digestao enzimatica
dos produtos de RT-PCR com as enzimas de restri¢ao Tagl
e Hinfl, de isolados de cana-de-actcar: (1) isolado de
RB925268; (2) isolado de RB945950; (3) isolado de RB72454;
(4) isolado de SP86-155. (M) DNA Ladder 100pb.

Isto também reforca a necessidade do uso de me-
didas quarentendrias para o movimento e troca de
germoplasma paraevitaraintrodugdo denovas estir-
pes do SCMV nas areas de expansdo da cana-de-
agtcar, e destas para culturas de sorgo e milho.
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