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RESUMO

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais produzido no mundo, sendo o Brasil o
terceiro maior produtor do grdo. Contudo, fatores abidticos (temperatura,
luminosidade, agua e nutrientes) e bidticos (plantas daninhas, insetos e
patégenos) podem acarretar em redugdes drasticas na producdo, onde se
destaca as doencas. Dentro das doencgas de etiologia viral, importantes géneros,
tais como Marafivirus, Polerovirus, Potyvirus, Mastrevirus e Nuclerhabdovirus ja
foram relatados no Brasil, e juntamente com o complexo de enfezamento do
milho, composto por dois molicutes (Spiroplasma kunkelli e Canditatus
Phytoplasma asteris) e um virus (maize rayado fino virus; Genero: Marafivirus;
Familia: Tymoviridae) vem sendo motivo de preocupagéo no setor de produgao
de milho, visto que ndo ha estudos sobre a da distribuicdo geografica desses
patégenos. Assim, o objetivo deste estudo foi a identificagdo, caracterizagdo e
analise da variabilidade genética de espécies virais associadas a cultura do milho
no Brasil. Para isto, amostras de milho foram coletadas nos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Mato
Grosso do Sul e Bahia, sendo os acidos nucleicos totais (DNA e RNA) extraidos
pelo protocolo de TRIzol, posteriormente submetidos a PCR ou RT-PCR, em
seguida a eletroforese para constatar a presenga ou auséncia dos patdgenos em
estudo. As amostras virais que apresentaram amplificagcbes com o tamanho
esperado foram enviadas para sequenciamento. As sequéncias consenso foram
geradas com auxilio do software MEGA-X e comparadas com o banco de dados
do Genbank, confirmando a presenga de maize rayado fino virus (MRFV), maize
yellow mosaic virus (MaYMV), maize striate mosaic virus (MSMV) e sugarcane
mosaic virus (SCMV) nos estados em estudo. Este € o primeiro relato de MRFV,
S. kunkelli e Ca. Phytoplasma asteris no estado de Santa Catarina, e
concomitantemente o primeiro relato de MaYMV e MSMV no Sul do Brasil, sendo
o MRFV o patégeno mais prevalente dentre os virus avaliados. As analises de
variabilidade genética do MRFV indicaram maior variabilidade genética dos
isolados obtidos no estado do Parana e Goias e uma maior variabilidade na
regido 3’ terminal da regido codificadora da CP na maioria dos isolados

analisados.

Palavras-chave: Variabilidade genética; Levantamento de Populag¢des virais;

Complexo de enfezamento do milho; Virus associados ao milho;



ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is the most produced cereal in the world, and Brazil is the
third largest grain producer. However, abiotic factors (temperature, light, water
and nutrients) and biotic factors (weeds, insects, and pathogens) can lead to
drastic reductions in production, and diseases stand out. Among the diseases of
viral etiology, important genera, such as Marafivirus, Polerovirus, Potyvirus,
Mastrevirus, and Nuclerhabdovirus have already been reported in Brazil, and
together with the corn stunting complex, composed of two bacteria (Spiroplasma
kunkelli and Canditatus phytoplasma asteris) and one virus (maize rayado fino
virus; Genus: Marafivirus; Family: Tymoviridae) has been a cause for concern in
the corn production sector, since there is no study of the geographical distribution
of these pathogens. Thus, this study aimed to identify, characterize and analyzed
the genetic variability of viral species associated with corn culture in Brazil. For
this, corn samples were collected in the states of Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, and
Bahia. Total nucleic acids (DNA and RNA) were extracted using the TRIzol
protocol, and later submitted to PCR or RT-PCR, followed by electrophoresis to
verify the presence or absence of the pathogens under study. The viral samples
that presented amplifications with the expected size were sent for sequencing.
The consensus sequences were generated by MEGA-X and compared with the
Genbank database, confirming the presence of maize rayado fino virus (MRFV),
maize yellow mosaic virus (MaYMV), maize striate mosaic virus (MSMV), and
sugarcane mosaic virus (SCMV) in the states under study, being the first report
of MRFV, S. kunkelli and Ca. Phytoplasma asteris in the state of Santa Catarina,
and concomitantly the first report of MaYMV and MSMV in southern Brazil, being
MRFV the most prevalent pathogen among the evaluated viruses. The
sequences were submitted to MRFV genetic variability analysis, which indicated
higher genetic variability of the isolates from Parana and Goias states and higher
variability in the 3' terminal region of the CP coding sequence in most of the

analyzed isolates.

Keywords: Genetic variability; Viral Populations Survey; Corn Stunt Disease;

Maize-associated viroses;
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3 CAPITULO 1 - PRIMEIRO RELATO DE Maize rayado fino virus EM
LAVOURAS COMERCIAIS NO ESTADO DE SANTA CATARINA!

3.1 RESUMO

O milho (Zea mays L.) é cultivado em todos os estados brasileiros, possuindo
expressiva importancia econémica e alimentar, podendo ser cultivado em até
trés safras, sendo os estados do Sul do pais a segunda maior regiao produtora
do gréo. Porém, a producao é constantemente ameacgada por diversos fatores,
que inclui as doencgas bidticas, das quais se destaca o complexo de enfezamento
do milho que pode reduzir a produgdo em até 100%, composto por trés
patégenos, dois molicutes (Spiroplasma kunkelli e Candidatus Phytoplasma
asteris) e um virus (Maize rayado fino virus). Sintomas tipicos do complexo foram
observados nas lavouras comerciais de milho no estado de Santa Catarina,
associado a altas densidades populacionais da cigarrinha do milho (Dalbulus
maidis, Hemiptera: Cicadellidae), vetor dos patdégenos descritos anteriormente,
dificultando assim a tomada de decisdes devido a auséncia de estudos que
comprovem a presenca destes patdégenos no estado. Assim, objetiva-se com
este estudo verificar a incidéncia e prevaléncia dos patdégenos do complexo de
enfezamento do milho em lavouras comerciais no estado de Santa Catarina.
Para isto, 30 amostras coletadas em cinco municipios de Santa Cataria
(Abelardo Luz, Campos Novos, Fraiburgo, Mafra e Lages), estes foram
submetidos a extragdo de acidos nucleicos totais (DNA e RNA) pelo protocolo
de TRIzol, posteriormente sintetizado o DNA complementar (cDNA) para o virus
de RNA, e realizado PCR ou RT-PCR, seguidos por eletroforese para detectar a
presenga ou auséncia dos patdogenos. As amostras que apresentaram
amplificagao para MRFV, 633 pb, foram enviadas para sequenciamento Sanger.
Os resultados deste trabalho constataram a presenca dos trés patdégenos do
complexo de enfezamento do milho em configuragdes de infecgbes mistas e
isoladas, sendo o MRFV o patégeno mais prevalente, com 93,33%, assim este

€ o primeiro relato do virus em Santa Catarina.

Palavras-chave: Complexo de enfezamento do milho; MRFV; CSS; MSBP;

Incidéncia e prevaléncia;

1 Artigo publicado na revista Plant Disease (https://doi.org/10.1094/PDIS-05-22-1011-PDN)
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4 CAPITULO 2 — LEVANTAMENTO DE MOLICUTES E ESPESCIES
VIRAIS ASSOCIADAS AO MILHO EM DIFERENTES REGIOES
PRODUTORAS DO BRASIL

4.1 RESUMO

O milho (Zea mays L.) € amplamente cultivado em todo o mundo, sendo o Brasil
o terceiro maio produtor do grao. Todos os estados brasileiros produzem milho,
sendo a segunda safra responsavel pelo maior volume de graos produzidos.
Entretanto, a cultura é frequentemente ameagada por doengas, sendo o
complexo de enfezamento do milho vem se sobressaindo nas ultimas safras
devido a altas densidade populacionais da cigarrinha do milho (Dalbulus maidis,
Hemiptera: Cicadellidae), vetor dos trés patdégenos do complexo. Este complexo
€ composto por dois molicutes (Spiroplasma kunkelli e Candidatus Phytoplasma
asteris) e um virus (maize rayado fino virus). Nao ha levantamentos da
distribuicdo geografica destes patdgenos, bem como demais virus associados a
cultura do milho ja relatados em Santa Catarina, sendo essas informagdes
importante para tomada de decisbes no manejo da cultura. O objetivo do
presente estudo € realizar o levantamento das espécies virais associados a
cultura do milho, bem como os molicutes associados ao complexo de
enfezamento do milho nas regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste do
Brasil. Assim, 136 amostras foram coletadas nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, Sédo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e
Bahia, sendo estas submetidas a extragdo de acidos nucleicos totais (DNA e
RNA) pelo protocolo de TRIzol. Para os virus com genoma de RNA foram
sintetizados o DNA complementar (cDNA), prosseguindo assim para RT-PCR ou
PCR quando patégenos com genoma de DNA, seguidos por eletroforese para
constatar a presenca ou auséncia dos patégenos. Os virus que apresentaram
amplificagdo no tamanho esperado foram enviados para sequenciamento
Sanger. Os resultados obtidos mostram a presenga de MRFV, S. kunkelli, Ca.
Phytomasma asteris, Maize yellow mosaic virus (MaYMV), Maize striate mosaic
virus (MSMV) e Sugarcane mosaic virus (SCMV) nos estados estudados, bem
como a prevaléncia de MRFV, com 64,70% de incidéncia, aprensentando ampla
distribuicao geografica de MRFV, MaYMV e MSMV.
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Palavras-chave: Complexo de enfezamento do milho; Maize rayado fino virus;
Maize yellow mosaic virus; Maize striate mosaic virus; Sugarcane mosaic Virus;

Levantamento de viroses;

4.2 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) apresenta inumeras utilizacées, mas vem se
destacando como promissor matéria prima de biocombustivel, porém, sua
principal finalidade é para a alimentagdo humana e animal, por apresentar alto
teor nutritivo, contendo em média 66,2% de carboidratos, 11,1% de proteinas,
3,6% de lipideo, 3,6% de vitaminas/minerais (complexo B, vitamina C e vitamina
E) e 2,7% de fibras (NUSS et al., 2010; KAUSHAL, 2022; CONTINI et al., 2019).

O Brasil € o terceiro maior produtor do grdo e segundo maior exportador,
sendo um importante componente do pilar econémico junto ao produto nacional
bruto (PIB) (FIESP, 2022). Os maiores estados produtores em quantidade de
milho estao localizados nas regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste, sendo que
estes representam juntos mais de 80% da producao nacional (CONAB, 2022).
Entretanto, a producao € constantemente ameacgada por fatores que podem vir
a ocasionar sua reducao, sendo estes fatores de ordem edafoclimaticas
(abioticos) ou biologica (bidtico). Dentro dos fatores bidticos, os virus vém se
destacando nos ultimos anos em diversas culturas de interesse economico,
incluindo o milho, visto que a principal forma de disseminacgao desses patdogenos
séo insetos vetores. A continua presencga de plantas de milho ao longo do ano,
devido as trés safras agricolas, intensifica tal problematica, ocorrendo assim a
ponte verde, permitindo a presenga do hospedeiro principal da cigarrinha do
milho e dos virus (CASELA et al., 2006; ALVES et al., 2018).

Vale destacar que o complexo de enfezamento no milho vem ganhando
destaque nos ultimos anos, podendo causar redugao de até 100% da produgéo.
Esta doenca esta associada com trés patdégenos, o virus da risca do milho (maize
rayado fino virus) e dois molicutes, agentes causais do enfezamento palido do
milho (Spiroplasma kunkelli) e enfezamento vermelho do milho (Candidatus
Phytoplasma asteris) (OLIVEIRA et al., 1995). Os patdégenos associados ao

complexo de enfezamento do milho possuem o mesmo vetor (responsavel pela
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5 CAPITULO 3 - VARIABILIDADE GENETICA DO MAIZE RAYADO
FINO VIRUS (MRFV), VIRUS PREVALENTE NA CULTURA DO MILHO NO
BRASIL

5.1 RESUMO

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho (Zea mays L.), sendo produzido em
todos os estados brasileiros em até trés safras. Entretanto, inumeros fatores
podem vir a causar reducao na producdo, devido ao alto risco que a atividade
agricola apresenta, principalmente pela imprevisibilidade das condigbes
climaticas e surtos populacionais de pragas (plantas daninhas, insetos e
doengas). Inumeros microrganismos podem provocar doengas em plantas,
dentre estes destaca-se os virus. Espécies virais pertencentes aos géneros
Marafivirus, Polerovirus, Nucleorhabdovirus e Potyvirus ja foram relatadas no
Brasil associadas a cultura do milho. Entretanto, ndo ha estudos referentes a
variabilidade genética desses patdgenos. O estudo da variabilidade genética
permite avaliar a origem e distribuicdo geografica das populagdes virais, bem
como estabelecer agdes de médio e longo prazo para o controle das doencas
virais, como a selegao de hibridos resistentes as populagdes virais prevalentes.
Assim, objetivou-se com este estudo a analise da variabilidade genética da
regido codificadora da capa proteica (CP) do maize rayado fino virus (MRFV),
virus prevalente nas regides produtoras de milho do Brasil. Amostras
sintomaticas foram coletadas nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Bahia, sendo
estas amostras submetidas a extragdo de acidos nucleicos totais seguido por
RT-PCR e eletroforese em gel de agarose a 1%. As amostras que apresentaram
amplificagdes no tamanho esperado foram enviadas para sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados do GenBank.
Foram realizadas analises filogenéticas, de recombinacao e dos descritores de
variabilidade genética. Em geral, as analises filogenéticas n&o indicaram
separacgao por regido geografica para os isolados do MRFV caracterizados neste
estudo. Eventos de recombinacdo foram detectados em isolados de Minas
Gerais, Santa Catarina e Sao Paulo. Os resultados apresentados também

indicaram maior variabilidade genética dos isolados obtidos no estado do Parana
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e Goias e uma maior variabilidade na regidao 3’ terminal da regido codificadora

da CP na maioria dos isolados analisados.

Palavras-chave: Recombinagao genética; Descritores de variabilidade genética;

Maize rayado fino virus;

5.2 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) é a cultura agricola mais cultivada no mundo, e no
Brasil o cultivo pode ser realizado em até trés safras agricolas no mesmo ano
(CONTINI et al., 2019; CONAB, 2022). O consumo dos graos tem destaque
devido ao alto teor nutritivo, contendo em média 66,2% de carboidratos, 11,1%
de proteinas, 3,6% de lipideo, 3,6% de vitaminas/minerais (complexo B, vitamina
C e vitamina E) e 2,7% de fibras (NUSS et al., 2010; KAUSHAL, 2022; CONTINI
et al., 2019). Contudo, a produgado é constantemente ameacgada por doengas,
as quais englobam fungos, bactérias, nematoides e virus (CASELA et al., 2006;
ALVES et al., 2018).

Os virus sao constituidos por uma molécula de DNA ou RNA, capa
proteica e em alguns casos a presenga de um envelope lipoproteico que envolve
a capa proteica, podendo a particula viral apresentar variacbes em sua
morfologia quando observadas por microscoépio eletrénico (REZENDE et al.,
2018). As redugdes na producdo estio relacionadas ao processo de infecgéo e
colonizacao, onde o virus utiliza a maquinaria celular do hospedeiro e demais
recursos disponiveis na célula, ocasionando alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas
e bioquimicas (CHAVES, 2002; REZENDE et al., 2018)

Assim, conhecendo os mecanismos da biologia dos virus é possivel
integrar praticas no manejo das doengas virais (MCLEISH et al., 2019).
Entretanto, os virus estdo sujeitos a alteragdes em suas bases nitrogenadas, que
podem ser geradas por mutagao, recombinagao ou pseudorecombinacao, e que
representam importantes fontes de variabilidade genética (GARCIA-ARENAL et
al., 2003; SEAL et al., 2006). O entendimento da variabilidade genética das

populagdes virais € de extrema importancia permitindo acompanhar a adaptagao



