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RESUMO GERAL

MACHADO, Priscila R. M. S. Desenvolvimento de protocolos de detec¢ao de virus
patégenos de milho (Zea mays) por RT-PCR e RT-qPCR a partir da analise de
viroma por HTS. 2024. 79 p. Dissertagcao (Mestrado em Fitopatologia) - Universidade

de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas de grédos mais importantes no mundo, com
demanda crescente para alimentacdo humana, ragao animal, matéria-prima para
industria e producéo de etanol. O Brasil ocupa a terceira posi¢cao entre os maiores
produtores de milho do mundo, respondendo por 10% da produgéo global, contudo,
sua produtividade (5.495 kg/ha) é significativamente menor quando comparada a
produtividade dos EUA (12.344 Kg/ha). A baixa eficiéncia de manejo de pragas e
doencas, que causam cerca de 23% de perdas de produtividade mundial, pode ser
um dos fatores responsaveis por essa baixa produtividade. No Brasil, até o momento,
ha o relato de dez virus infectando milho, no entanto, apenas cinco tém suas
sequéncias gendmicas confirmadas. Sao eles: maize rayado fino virus - MRFV,
género Marafivirus, sugarcane mosaic virus — SCMV, género Potyvirus, barley yellow
dwarf virus PAV — BYDV-PAV, género Luteovirus, maize yellow mosaic virus —
MaYMV, género Polerovirus e maize striate mosaic virus — MSMV, género
Mastrevirus. Apesar da importancia econémica do milho, no Brasil, ha uma lacuna nos
estudos sobre os virus que afetam essa cultura (levantamentos de ocorréncia e
incidéncia), principalmente devido a falta de métodos padronizados para deteccéo e
identificacdo dos virus. Nesse contexto, o presente estudo propde desenvolver
protocolos de detecg¢ao para os virus de milho por RT-PCR e RT-qPCR baseado em
SYBR Green, utilizando a base de dados das sequéncias virais obtidas por high-
throughput sequencing (HTS) a fim de garantir a compatibilidade de primers com os
isolados circulantes. Inicialmente, amostras foliares de milho de trés regides do Brasil
foram analisadas por HTS a fim de determinar a diversidade viral presente na cultura,
inclusive com a deteccdo de potenciais novos virus ou variantes. A partir desses
dados, primers para RT-PCR e RT-qPCR foram desenhados com base nas regides
mais conservadas e controles positivos foram produzidos em vetores plasmidiais. O

resultado do HTS apontou a presenca de cinco virus, dos quais quatro sao conhecidos



no Brasil (MRFV, SCMV, MaYMV e MSMV) e um trata-se do primeiro relato, um virus
de milho umbra-like. Todos foram confirmados por RT-PCR em amostras individuais
de milho. Os primers de RT-qPCR foram testados in silico quanto a especificidade,
temperatura de desnaturacao e probabilidade de “self-dimer” e “hetero-dimer”. Apds
confirmagao das sequéncias dos controles positivos pelo método Sanger, curvas-
padrdao de RT-gPCR para cada alvo viral foram produzidas, o numero de copias
calculado e o ensaio de RT-gPCR baseado em SYBR Green foi validado com
amostras de campo. A anadlise da curva de dissociacdo permitiu discriminar os
resultados positivos de eventuais amplificagdes nao especificas. A especificidade dos
primers também foi confirmada pela visualizacdo de bandas nos tamanhos esperados
em gel de agarose. A avaliacdo das amostras juntamente com o uso de controles
negativos e controle interno (gene de referéncia) permitiu a detecgdo precisa dos
alvos. Assim, os protocolos desenvolvidos podem ser usados para detecgao dos
patégenos (aplicacdo qualitativa), em estudos de levantamento e incidéncia dessas

viroses, podendo posteriormente ser testados para fins de quantificagdo de carga viral.

Palavras-chave: milho; SCMV; MaYMV; MSMV; MRFV; umbra-like; RT-gPCR; SYBR

Green.



ABSTRACT

MACHADO, Priscila R. M. S. Development of protocols for the detection of maize
viruses (Zea mays) by RT-PCR and RT-qPCR from virome analysis by HTS. 2024.
79 p. Dissertation (Master in Phytopathology) — University of Brasilia, Brasilia, DF,

Brazil.

Maize (Zea mays L.) is one of the most important grain crops in the world, with
increasing demand for food, animal feed, raw material for industry, and ethanol
production. Brazil ranks third among the largest maize producers, accounting for 10%
of global production; however, its productivity (5,495 kg/ha) is significantly lower when
compared to the US productivity (12,344 kg/ha). The low efficiency of pest and disease
management, which cause approximately 23% of global productivity losses, may be
one of the factors responsible for this low productivity. In Brazil, to date, ten species of
viruses have been reported infecting maize. However, only five of these species have
their genome sequences confirmed. These are: maize rayado fino virus - MRFV, genus
Marafivirus, sugarcane mosaic virus - SCMV, genus Potyvirus, barley yellow dwarf
virus PAV - BYDV-PAV, genus Luteovirus, maize yellow mosaic virus - MaYMV, genus
Polerovirus and maize striate mosaic virus - MSMV, genus Mastrevirus. Despite the
economic importance of maize, in Brazil, there is a gap in studies on the viruses that
affect this crop (occurrence and incidence surveys), mainly due to the lack of
standardized methods for virus detection and identification. In this context, the present
study proposes to develop detection protocols for maize viruses by RT-PCR and RT-
gPCR based on SYBR Green, using the database of viral sequences obtained by high-
throughput sequencing (HTS) to ensure the compatibility of primers with circulating
isolates. Maize samples from three regions of Brazil were analyzed by HTS to
determine the viral diversity present in the crop, including potential new viruses or
variants. From these data, primers for RT-PCR and RT-qPCR were designed based
on the most conserved regions and positive controls were produced in plasmid vectors.
The HTS result indicated the presence of five viruses, of which four are known in Brazil
(MRFV, SCMV, MaYMV and MSMV) and one is the first report, an maize umbra-like
virus. All were confirmed by RT-PCR in individual maize samples. The RT-gPCR

primers were tested in silico for specificity, denaturation temperature, and probability



of self-dimer and hetero-dimer. After confirmation of the positive control sequences by
the Sanger method, RT-gPCR standard curves for each viral target were prepared, the
copy number was calculated, and the SYBR Green-based RT-gPCR assay was
validated with field samples. The analysis of the dissociation curve allowed the
discrimination of positive results from possible nonspecific amplifications. The
specificity of the primers was also confirmed by visualization of bands in the expected
sizes on an agarose gel. The evaluation of the samples together with the use of
negative controls and internal control (reference gene) allowed the accurate detection
of the targets. Thus, the protocols developed can be used to detection pathogens
(qualitative application), in studies on the survey and incidence of these viruses, and

can subsequently be tested for the purpose of quantifying viral load.

Keywords: maize; SCMV; MaYMV; MSMV; MRFV; umbra-like; RT-qPCR; SYBR

Green



1. INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas de graos mais
importantes no mundo e o seu cultivo ocupa cerca de 200 milhdes de hectares,
o que representa 13% da area global cultivada (Berger, 2024). Segundo relatério
do USDA (2023/2024), o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho,
responsavel por 10% da producgéo global. Contudo, sua produtividade média &
disparadamente menor (5.495 kg/ha) quando comparada a produtividade dos
EUA (12.344 Kg/ha) (USDA, 2024ab; Conab, 2024). Para Cruz et al. (2008), essa
baixa produtividade nao reflete o bom nivel tecnolégico ja alcangado por boa
parte dos produtores que exploram de lavouras comerciais.

Além disso, o aquecimento global tem alterado o agroecossistema,
ocasionando o surgimento de pandemias de doengas virais, que podem se
disseminar para diferentes regides do mundo, devido facilidades do comércio
internacional, como a doencga necrose letal do milho, que devastou quase 1,2
milhdo de Km? das lavouras da Africa Oriental e Central (Jones, 2021).

Segundo Avila et al. (2022), desde 2015, elevadas populagdes de
cigarrinha Dalbulus maidis, importante vetor de virus e molicutes, tém sido
observadas em diferentes regides produtoras no Brasil. Berger (2024) registra
que as perdas de produtividade mundial devido a pragas e doengas do milho sao
estimadas em 23%, com os patdégenos respondendo por 14% da perda total,
sendo que os fungos, espiroplamas, fitoplasmas e virus s&o os principais
agentes causais.

Nesse contexto, a identificacdo precisa dos virus presentes nas
lavouras de milho € a base para um manejo eficiente que evite perdas de safra
devido a doengas virais subdiagnosticadas (Jeong, 2014). No Brasil, até o
momento, ha o relato de dez virus infectando milho (Mar et al., 2013, Fontenele
et al., 2018; Kitajima, 2020), mas apenas cinco com confirmagdo molecular e
ainda ndo ha um método geral para diagnosticar esses virus com o objetivo de
levantamento.

Nesse cenario, este estudo visa identificar, por meio de
sequenciamento de alto desempenho (HTS), os virus circulantes (novos ou ja
conhecidos) que estdo afetando o milho e, a partir da variabilidade genética

verificada, desenvolver protocolos de rotina para detec¢gao molecular.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.A cultura do milho

O milho é uma planta da familia Poaceae (também conhecida como
Gramineae), domesticada ha mais de 7.000 anos pelos nativos americanos a
partir do teosinto, uma subespécie mexicana (Zea mays ssp. Mexicana)
(Schrader) lltis (Berger, 2024). As principais evidéncias para a origem mexicana
incluem polen fossil da regido e espigas de milho datadas de 5.000 anos em
cavernas locais. Estudos genéticos recentes tém revelado a base molecular da
domesticacdo do milho a partir do teosinto. Nesses estudos, as mudancas
identificadas incluem a perda de ramificacdo, a produgdo das espigas nos
caules, grdos macios e numerosos e a presenga de uma casca ao redor da
espiga que protege contra danos causados por passaros (Berger, 2024).

Composto por 72% de amido, 10% de proteina e 4% de gordura, o
grao de milho é considerado um alimento basico essencial, principalmente no
México, América Central e Africa Subsaariana; ja nos Estados Unidos, o milho
amarelo é amplamente utilizado como racdo animal e na producao industrial de
biocombustiveis (etanol), adogantes, bebidas, 6leos e cola (Berger, 2024).

No Brasil, o milho é plantado em todo territério nacional, sendo os
estados de Mato Grosso, Parana, Mato Grosso do Sul, Goias, e Minas Gerais,
respectivamente, os maiores produtores em 2022/2023 (Tabela 1), destacando-
se o estado de Santa Catarina pela maior produtividade (8.164 kg/ha) (Conab,
2024b).

TABELA 1. Maiores estados produtores de milho no Brasil.

Estado Are_a Produgéo Produtividade

(em mil ha) (em mil ton) (kg/ha)

MT 7.428,1 51.240,6 6.898

PR 2.855,8 18.509,2 6.720

MS 2.262,6 13.112,2 5.795

GO 1.903,7 12.641,1 6.640

MG 1.289,1 7.942 1 6.161

SC 312,0 2.547,2 8.164

Fonte: Conab, 2024b.
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A producido de milho, no Brasil, é caracterizada pela divisdo em
duas ou até trés épocas de plantio (Conab, 2024a). Os plantios de verao, ou
primeira safra, sdo realizados na época tradicional, durante o periodo chuvoso,
entre o fim de agosto, na regido Sul, até os meses de outubro/novembro, no
Sudeste e Centro-Oeste. Ja a safrinha se refere ao milho sequeiro ou safra de
inverno, plantado extemporaneamente, entre janeiro e abril, quase sempre
depois da soja precoce (Cruz et al., 2008). Mais recentemente, tem surgido uma
terceira safra, entre abril e junho, em algumas regides especificas do pais (Da
Costa et al., 2023).

O cultivo do milho, em pequenas e grandes areas e em diferentes
safras, favorece a incidéncia de pragas que podem causar perdas expressivas
se nao forem controladas adequadamente. Segundo Avila et al. (2022), desde
2015, elevadas populagdes de cigarrinha Dalbulus maidis (DeLong e Wolcott
1923) (Hemiptera: Cicadellidae) (Wolcott 1923) tém sido observadas em
diferentes regides produtoras no Brasil, particularmente nos cultivos de segunda
época ou safrinha, impactando de forma significativa o rendimento e a qualidade
dos graos, ndo apenas pelo dano direto (sucgado continua da seiva), mas
principalmente pela capacidade de transmitir patégenos.

Os fungos, espiroplasmas/fitoplasmas e os virus, sdo os principais
patogenos que afetam o milho, podendo a interagdo entre eles resultar em
aumento de suscetibilidade da planta. Por exemplo, Hull (2014) registra que a
esporulacdo de Helminthosporium maydis em folhas de milho comegou mais
cedo e foi mais abundante em lesdes formadas em folhas infectadas com maize
dwarf mosaic virus (MDMV) e a infeccdo por MDMV e sugarcane mosaic virus
(SCMV) aumentou substancialmente a gravidade de cinco doengas fungicas no
milho, mas teve pouco efeito em trés outras doengas. Da Costa et al. (2023)
relatou que o complexo de doengas do enfezamento do milho (corn stunt disease
complex) causado por maize bushy stunt phytoplasma (‘Candidatus
Phytoplasma asteris’), Spiroplasma kunkelii e virus aumentou a podriddao do

carvao em condi¢cdes de campo.
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2.2.Principais viroses do milho

No mundo, cerca de 71 virus diferentes estdo registrados no
GenBank do NCBI com o milho como hospedeira natural (Apéndice A). Ja no
Brasil, a literatura registra 10 espécies (Mar et al. 2013; Fontenele et al., 2018;
Kitajima, 2020), sendo que apenas cinco possuem confirmagdo de sua
sequéncia gendmica, seja de forma parcial ou total (Tabela 2). Sdo elas: maize
rayado fino virus — MRFV (Hammond & Bedendo, 2005), sugarcane mosaic virus
— SCMV (Gongalves et al., 2011), barley yellow dwarf virus PAV (Mar et al.,
2013), maize yellow mosaic virus — MaYMV (Gongalves et al., 2017; 2020) e

maize striate mosaic virus — MSMV (Fontenele et al., 2018).

TABELA 2. Lista de virus infectando milho com relato no Brasil.

Confirmagao

Nome Familia Género molecular no
Brasil
Cucumber mosaic virus — . . -
Bromoviridae Cucumovirus nao tem

CMV
Maize striate mosaic virus Geminiviridae Mastrevirus Genoma
- MSMV completo
Maize yellow mosaic virus . . Genoma
- MaYMV Luteoviridae Polerovirus completo
Johnsongrass mosaic . . ~
virus — JGMV Potyviridae Potyvirus nao tem
Maize dwarf mosaic virus Potyviridae Potyvirus nao tem
— MDMV y y
Sugarcane mosaic virus — Potyviridae Potyvirus Genoma parcial
SCMV
Mal de Rio Cuarto virus — Reoviridae Fijivirus ndo tem
MRCV )
Maize ~ chlorotic ~ vein Rhabdoviridae  Cytorhabdovirus nao tem
banding virus - MCVBV
Maize rayado fino virus - Tymoviridae Marafivirus Genoma parcial
MRFV
Barley yellow dwarf virus Tombusviridae Luteovirus Genoma parcial
_ BYDV-RAV P

*CMV, MDMV, MRCV, MCVBV e BYDV-RAV, apesar de ja relatados no Brasil, ndo foram

encontrados no HTS realizado, e JGMV néao foi identificado nas amostras de milho analisadas.
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O presente trabalho, ao realizar a analise do viroma do milho por
sequenciamento de alta performance (HTS), detectou a presenga de cinco virus
diferentes, dos quais quatro estdo na lista acima mencionada e um ainda nao
relatado no Brasil. A seguir sera apresentada uma breve revisdo bibliografica

sobre os virus detectados.

2.2.1. Maize rayado fino virus

Maize rayado fino virus (MRFV) é classificado na espécie
Marafivirus maydis, do género Marafivirus, da familia Tymoviridae. Ele esta
amplamente distribuido no continente americano, desde a Argentina e Uruguai
até o Texas (EUA), sendo considerado um dos virus de milho mais importantes
da América do Sul (Canale et al., 2023).

Os virions de MRFV sao isométricos, nao envelopados, com
aproximadamente 30 nm de didmetro. Seu genoma de RNA fita simples senso
positivo possui 6.305 nucleotideos de comprimento, com duas ORFs, a maior
(97-6180 nt) codifica uma poliproteina de 224 kDa e a menor sobreposta (302-
1561 nt) codifica uma proteina de 43 kDa de fungdo desconhecida (similar a
proteinas de movimento de tymovirus). A extremidade 5 possui Cap e a

extremidade 3’ apresenta cauda poliA (Figura 1) (Hammond & Ramirez, 2001).

5 cap | Mu| [Pro] | Hel] [ Pol |

| p43 |

FIGURA 1. Esquema da organizagdao gendmica de maize rayado fino virus
(MRFV). Mtr = metiltransferase, Pro = protease, Hel = helicase, Pol = polimerase
de RNA dependente de RNA, CP = capa proteica, p43 = proteina rica em prolina.
Fonte: ICTV (2011c).

Poly (A) 3’

O MRFYV foi reconhecido pela primeira vez em 1961, na Costa Rica
e em El Salvador (Bradfute, 1980; Ramirez et al., 1997). No Brasil, apesar de
MRFV ter sido relatado pela primeira vez em 1970 (Costa et. al., 1971), somente
em 2005 ocorreu sua confirmag¢ao molecular por RT-PCR e hibridizagao de acido
nucleico (Hammond & Bedendo, 2005).
MRFV integra o complexo de doengas conhecido como
enfezamento do milho, juntamente com “maize bushy stunt phytoplasma” ou
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"Candidatus Phytoplasma asteris" (Subgrupo 16Srl-B) e o Spiroplasma kunkelii,
sendo que, recentemente, MSMV também foi relatado como parte desse
patossistema. Todos esses patdgenos sao transmitidos pela cigarrinha do milho
Dalbulus maidis em uma relagao propagativa-persistente com esse inseto vetor,
com excecdo do MSMV, que provavelmente exibe uma relagdo circulativa-
persistente com a cigarrinha do milho (Canale et al., 2023).

D. maidis é o principal vetor de MRFV e o unico vetor natural no
Brasil, embora outras cigarrinhas transmitam experimentalmente o virus
(Hammond et al., 1997). Segundo o ICTV (2011c), ocorrem associagdes
especificas virus-vetor para espécies de marafivirus, ou seja, MRFV ¢é
transmitido por insetos do género Dalbulus spp., oat blue dwarf virus (OBDV) por
Macrosteles sp. e bermuda grass etched-line virus (BELV) por Aconurella sp..
Esses virus sdo transmitidos de forma persistente-propagativa. Os marafivirus
estao estritamente confinados ao floema dos hospedeiros infectados e ndo sao
facilmente transmissiveis pela inoculagdo de seiva, embora MRFV tenha sido
transmitido experimentalmente por pung¢ao vascular (Ibidem).

Tanto o MRFV como o seu vetor tém uma estreita e sobreposta
gama de hospedeiros, tornando a suscetibilidade do hospedeiro um importante
critério de identificagdo dos marafivirus (ICTV, 2011b). Milho, teosinto e espécies
perenes de Zea spp. sao 0s uUnicos hospedeiros naturais conhecidos, sendo
proposto que o MRFV, seu inseto vetor e seu hospedeiro milho co-evoluiram em
uma triade na qual os membros parasitas (inseto e virus) exibiram interagdes
altamente especializadas (Signoret, 2010). De 48 espécies e subespécies de
gramineas em 25 géneros testados, apenas Zea mays e subespécies de teosinto
(Z. luxurians, Z. diploperennis, Tripsacum australe, Rottboellia exaltata e hibridos
de Z. mays x T. dactyloides) foram suscetiveis a MRFV (Nault et al., 1980).

Segundo Canale et al. (2023), a doenga do complexo de
enfezamento do milho tem sido um grande problema para a produgé&o de milho
no Brasil, com surtos persistentes ocorrendo no pais desde 2015. E, embora
MRFYV faca parte desse importante complexo de doencas, ele € menos estudado
cientificamente em comparacdo com os molicutes associados a doencga,
possivelmente devido aos sintomas que induz serem geralmente mais sutis e as

perdas de producdo nao tao evidentes.
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Os sintomas de planta de milho infectada por MRFV podem ser
percebidos como longas listras cloréticas pontilhadas ao longo das nervuras das
folhas de milho (Figura 2), que podem ser observadas visualmente geralmente
entre 7 e 14 dias ap6s a inoculacdo (Kogel et al. 1996; Zambrano et al. 2013). A
medida que a planta envelhece, os sintomas se tornam menos visiveis e podem
desaparecer quando a planta atinge a maturidade (Signoret, 2010). Os sintomas
da risca sao claramente visiveis nas folhas de plantulas e de plantas adultas de
milho, tornando-se bem claras quando a folha é observada contra a luz do sol
(Sabato, 2018).

FIGURA 2. Folhas de milho com sintomas de listras ou riscas e mosaico. Autor: Tatsuya
Nagata.

2.2.2. Maize striate mosaic virus

Maize striate mosaic virus (MSMV), classificado na espécie
Mastrevirus striatis, € um geminivirus pertencente ao género Mastrevirus, cujos
membros sao transmitidos por cigarrinhas de forma circulativa-persistente
(ordem Hemiptera, familia Cicadellidae) (ICTV, 2024). A familia Geminiviridae é
composta por virus de DNA circular de fita simples, ndo envelopados, com
virions tipicamente geminados (icosaedros incompletos), distribuidos em 14
géneros que alcancam diferentes faixas de hospedeiros, insetos vetores e
organizagdes genOmicas (Ibidem).

O género Mastrevirus € composto por virus monopartidos que

infectam tanto mono quanto dicotiledéneas (ICTV, 2024). Seus genomas
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codificam pelo menos 4 ORFs, duas presentes na fita de sentido viral codificam
a proteina de movimento (MP) e a proteina do capsideo (CP), e as outras duas,
na fita de sentido complementar, codificam a proteina associada a replicacao
(Rep) e a RepA (Figura 3). MSMV possui um genoma de 2.746 nucleotideos.
(Fontenele et al., 2018).

V2

C1

Mastrevirus

V1
3 C1:C2

SIR

FIGURA 3. Organizagao gendmica dos mastrevirus. ORF V1 = codifica proteina
do capsideo; ORF V2 = codifica proteina de movimento; ORF C1 = Rep; ORF
C1:C2 = RepA por splicing de transcricdo. Rep e RepA = proteinas envolvidas
na replicagdo; LIR = regido intergénica longa; SIR = regido intergénica curta.
Fonte: https://ictv.global/report/chapter/geminiviridae/geminiviridae/mastrevirus.

MSMV é o primeiro mastrevirus identificado em monocotiledénea
no Brasil e na América do Sul, sendo detectado em plantas de milho no Estado
de Goias, usando abordagem VEM (vector-enabled metagenomics) (Fontenele
et. al., 2018). Contudo, nas Américas, o primeiro mastrevirus reportado foi em
Panicum virgatum L. (“switchgrass”) nos EUA (Agindotan et al. 2015) e, em
batata-doce, primeiramente no Peru e Uruguai (Cao et al. 2017) e posteriormente
no Brasil (Souza et al., 2018).

Em 2021, MSMV também foi identificado em plantas de cana-de-
acucar apresentando estrias foliares cloréticas, coletadas em Brasilia, entre
2016 e 2018 (Batista et al., 2021). Segundo Vilanova et al. (2022), essa
descoberta sugere que o MSMV pode ter outras cigarrinhas realizando sua
disseminagao para outras culturas diferentes do milho, considerando que D.
maidis € conhecido por ser especializado nessa planta. Outra hipétese € que o
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préprio D. maidis possa transmitir o MSMV a outros hospedeiros durante a
entressafra do milho, uma vez que relatérios recentes indicam que D. maidis
utiliza a cana-de-agucar como hospedeiro de abrigo.

Mais recentemente, Ruiz Posse et al. (2023) relatou a presenca de
MSMV em plantas de milho doce em Santa Fé, Argentina, por meio de
sequenciamento nanopore (MinlON Mk1B — Oxford Nanopore Technologies,
Reino Unido). Essas plantas foram coletadas em 2021 apresentando sintomas
severos (Figura 4), como nanismo acentuado, deformagao, amarelecimento
internerval ou nas nervuras, anéis cloréticos e clorose ao longo das bordas das

folhas, além de espessamento das nervuras.

FIGURA 4. Sintoma de espessamento das nervuras (esquerda) e amarelecimento
interneval (direita). Fonte: Ruiz Posse et al. (2023).

2.2.3. Sugarcane mosaic virus
Sugarcane mosaic virus (SCMV), classificado na espécie Potyvirus
sacchari, pertence ao género Potyvirus, da familia Potyviridae, uma das familias
de virus de plantas mais importantes economicamente. Sua morfologia é
caracterizada por virions filamentosos flexiveis, com 700 a 900 nm de
comprimento e 11 nm de didametro, com simetria helicoidal. Todos os membros
da familia Potyviridade formam corpos de inclusao citoplasmatica durante a

infeccdo, tornando-se uma caracteristica distintiva (Wu et al., 2012; ICTV, 2018).

22



SCMV é um virus de RNA linear de fita simples senso positivo e,
assim como outros potyvirus, possui uma regiao nao traduzida (UTR) em cada
extremidade. A extremidade 5’ apresenta uma proteina VPg e a extremidade 3’
uma cauda poli(A). Seu genoma de aproximadamente 10 kb de tamanho codifica
uma grande poliproteina, que apds processamento proteolitico, é clivada em dez
produtos: P1 (protease 1); HC-Pro (helper componente-protease); P3 (envolvida
na replicagado e movimento); 6K1 (peptideo 1 de 6 kDa, de fungdo desconhecida);
Cl (proteina de incluséo cilindrica); 6K2 (peptideo 2 de 6 kDa, que provavelmente
participa na ancoragcao do complexo de replicacdo ao RE); VPg (proteina viral
ligada ao genoma); Nla-Pro (protease e inclusdo nuclear a); NIb (inclusao
nuclear b e polimerase viral); e CP (capa proteica). Adicionalmente, uma
segunda ORF pequena, por mecanismo de deslizamento de polimerase, codifica
a proteina PIPO que desempenha, juntamente com a proteina P3 (P3-PIPO), a
funcao de facilitar o movimento célula-a-célula do virus dentro da planta (Figura
5) (Wu et al., 2012; Lu et al., 2021).

5’-UTR 3’-UTR

Vpg

Poly (A)

[ P1 [ HcPRO [P3 4|6K1] a [ex2] Nia-vPg[Nia-Pro] Nib [ cr |

FIGURA 5. Esquema da organizagao genémica do SCMV. P1 = P1 protease, HC-Pro =
Helper component-Protease, P3 = P3 protein (envolvida na replicagdo e movimento),
6K1 = 6 kDa protein 1 (peptideo 1 de 6 kDa, de fungédo desconhecida), Cl = Cylindrical
inclusion (proteina de inclusao cilindrica), 6K2 = 6 kDa protein 2 (peptideo 2 de 6 kDa,
que provavelmente participa na ancoragdao do complexo de replicagédo ao RE), VPg =
Viral protein genome-linked (proteina viral ligada ao genoma), Nla-Pro = Nuclear
inclusion a - Protease (protease e inclusdo nuclear a), NIb = Nuclear inclusion b (inclusao
nuclear b) e CP = coat protein (capa proteica). Fonte: Lu et al. (2021).

SCMV foi descrito a primeira vez em 1963, em Ohio, EUA, afetando
plantas de milho, embora a doenga do mosaico da cana-de-agucar tenha sido
noticiada antes, em 1916, em Porto Rico, mas sem a determinacdo de seu
patégeno (Wu et al., 2012). Inicialmente, os isolados identificados em cana-de-
acgucar foram designados como SCMV e aqueles encontrados em milho como
MDMV, contudo, como compartilhavam muitas caracteristicas comuns como
morfologia do virion, gama de hospedeiras, modos de transmisséo, propriedades

fisicas e quimicas, MDMV foi considerado um isolado de SCMV (lbidem).
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Shukla et al. (1992) propuseram novos critérios para classificagcao
dos potyvirus de cereais, baseados na semelhanga na sequéncia de
aminoacidos da CP e as relagdes sorolégicas com anticorpos derivados de
epitopos no terminal amino, ao invés da regido central da CP. Com base nesses
novos critérios, os virus que antes eram considerados isolados de SCMV ou
MDMYV foram reclassificados em quatro virus distintos: o préprio SCMV, MDMV,
johnsongrass mosaic virus (JGMV) e sorghum mosaic virus (SrMV).

SCMV ¢é transmitido de forma néo persistente pelos pulgbes
Hysteroneura setariae, Rhopalosiphum maidis, Rhopalosiphum padi, Schizaphis
graminum, Aphis gossypii e Myzus persicae (Hasan et al., 2003). Além disso,
SCMV pode ser transmitido por sementes e por meio de inoculagdo mecanica
(Li et al., 2004).

Amplamente distribuido, SCMV possui ocorréncia relatada na
maioria dos principais paises produtores de cana-de-agucar do mundo, cerca de
80 paises em seis continentes (EPPO, 2019). Contudo, muitos desses relatos
sdo baseados em sintomas, indexagao biolégica, microscopia eletronica e
diagndstico sorolégico. Essas técnicas tém limitagdes, pois ndo conseguem
distinguir com precisdo SCMV de outros potyvirus que causam sintomas
semelhantes como MDMV, JGMV, SrMV, zea mosaic virus, pennisetum mosaic
virus e cocksfoot streak virus (Wu et al., 2012).

No Brasil, casos de infecgao de milho por SCMV foram reportados
no estado do Rio Grande do Sul, na década de 60, por Caetano & Siqueira
(1969); Hagedorn et al. (1969) apud Kitajima (2020) e por ensaios bioldgicos,
inclusive por transmissao por pulgdes, no estado de Sao Paulo (Costa et al.,
1971 apud Kitajima, 2020). SCMV foi responsavel por uma severa epidemia na
década de 20 em lavouras de cana-de-agucar, o que forgou a substituicdo de
variedades nobres por variedades mais resistentes, ndo sendo mais um grande
problema atualmente (Matsusoka & Costa, 1974; Gongalves et al., 2007;
Barbosa et al., 2007 apud Kitajima, 2020).

Segundo Gongalves et al. (2011), ndo ha relatos de grande impacto
econémico de SCMV e MDMV em milho no Brasil. Na Europa, entretanto, esses
dois virus sao importantes agentes causadores de doengas em milho, levando a

severas perdas de rendimento de grdos e forragem animal em variedades
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suscetiveis, sendo que a incidéncia de SCMV prevalece sobre MDMV (Snihur,
2021).

SCMV infecta cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), sorgo
(Sorghum bicolor L.) e milho (Zea mays L.), além de hospedeiros naturais como
panicum (Panicum miliaceum L.), milheto (Setaria italica L.), capim-cerdas
verdes (Setaria viridis L.), capim-Johnson (Sorghum halepense L.), capim-sudao
[Sorghum sudanense (Piper) Stapf.] e mais de 100 espécies em 40 géneros da
familia Gramineae. (Lu et al., 2021). No Brasil, além de milho e sorgo, também
ha registro de SCMV infectando citronela (Cymbopogon winterianus Joowitt)
(Costa et al., 1950 apud Kitajima, 2020).

De acordo com Wu et al. (2012), os sintomas da infec¢gao por SCMV
em milho iniciam-se nas folhas mais jovens aparecendo como um mosaico ou
como manchas irregulares, verde-clara ou escura, que podem evoluir para
estrias estreitas e amareladas ao longo das nervuras (Figura 6). A infecgcéo
precoce, antes do estadio da quarta ou quinta folha, pode causar retardo de
crescimento moderado a grave e ma formagao de sementes, dependendo da
linhagem infectada. No milho doce, € comum a falta de grdos na extremidade
das espigas. A medida que o milho infectado cresce e a temperatura aumenta,
0 mosaico tende a desaparecer, mas as folhas novas ficam mais amarelas. Os
sintomas por si s6 nao sao suficientes para permitir uma identificagao precisa do
agente causal, pois geralmente ocorrem na presenca de mais de um virus, e

varios virus diferentes podem causar sintomas semelhantes (Ibidem).

FIGURA 6. Sintoma de mosaico causado por SCMV (esq.) e sintomas de mosaico,
amarelecimento e necrose em planta com infeccdo mista (SCMV e MaYMV) (dir.).
Fonte: Gongalves, 2021.
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2.2.4. Maize yellow mosaic virus

Maize yellow mosaic virus (MaYMV) foi descrito pela primeira vez
na China, entre 2013-2014, em milho apresentando sintomas leves de mosaico
e amarelecimento nas folhas (Chen et al., 2016). Posteriormente também foi
registrado no Brasil (Gongalves et al. 2017), Equador (Bernreiter et al. 2017) e
Africa (Yahaya et al. 2017; Palanga et al. 2017), indicando que o virus esta
potencialmente emergindo.

O género Polerovirus juntamente com Enamovirus, Polemovirus e
Sobemovirus formam a familia Solemoviridae, anteriormente denominada
Luteoviridae. Os polerovirus possuem genomas de RNA monopartido, senso
positivo, com cerca de 5—6 kb de comprimento, que normalmente contém seis
quadros de leitura abertos denominados ORFO a ORF5, com duas regides nao
traduzidas (UTRs) localizadas nas extremidades 5’ e 3’ (Bernreiter et al., 2017,
Chen et al., 2016).

Conforme verificado por Chen et al. (2016), a proteina codificada
pela ORFO atua como um supressor de silenciamento de RNA; a ORF1,
sobreposta as ORF0 e ORF2, codifica uma serina protease (P1); e uma proteina
de fusdao P1-P2 putativa, contendo dominios RNA-polimerase dependentes de
RNA viral (RdRp), é produzida pelas ORF1 e ORF2 por meio de um evento de
ribosomal frameshift (-1) de baixa frequéncia. As ORF3 e o ORF4 codificam,
respectivamente, a proteina do revestimento viral (CP) e a proteina de
movimento (MP). J&a a ORF5 é expressa como uma proteina fusionada P3-P5
por meio do mecanismo de “read-through” e esta envolvida na transmissao por
pulgdes e no direcionamento especifico do virus para o floema. Recentemente,
uma nova ORF, denominada ORF3a, foi encontrada a montante da ORF3 e
traduzida de um cddon de inicio ndo padréao (ndo AUG) (Smirnova et al., 2015).
A proteina codificada pela ORF3a foi relatada como necessaria para o

movimento de longa distancia do virus na planta (Figura 7).
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FIGURA 7. Representagao esquematica da organizacao genémica de MaYMV.
VPg = proteina viral ligada ao genoma; ORFO = codifica PO, proteina que atua
como supressor de silenciamento de RNA; ORF1 = codifica P1, uma serina
protease; ORF2 = codifica uma proteina P2 que fusionada a P1, por meio do
mecanismo de ribosomal frameshift, apresenta os dominios da RdRp; ORF3 =
codifica CP; ORF3a = codifica uma proteina de 45 aminoacidos, necessaria para
o movimento de longa distancia do virus na planta; ORF4 = codifica proteina de
movimento; e ORF5 = codifica uma proteina fusionada P3-P5 (RTD) envolvida
na transmissao do virus por afideos e no movimento dentro da hospedeira, por
meio do mecanismo translational read-through. Fonte: Chen et al. (2016).

Os membros do género Polerovirus sao virus de plantas de RNA
restritos ao floema, também considerados transmitidos exclusivamente por
pulgbes em modo circulativo; no entanto, ha novos relatos de polerovirus
transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci, impactando o estudo das
interagdes virus-vetor no género Polerovirus (Ghosh et al., 2019; Costa et al.,
2020).

No Brasil, MaYMV foi identificado em plantas de milho localizadas
na zona rural de Casa Branca, no estado de Sdo Paulo, onde foram observados
sintomas de mosaico amarelo e nanismo (isolado MaYMV-SP1 depositado sob
n° de acesso KY940544) (Gongalves et al., 2017). Esse isolado possui uma
organizagao gendmica tipica dos polerovirus com sete quadros de leitura abertos
(ORFs) e duas regides néao traduzidas (UTRs). Segundo Gongalves et al. (2017),
a importancia econémica da infeccdo por MaYMV no milho ndo é conhecida
atualmente, no entanto, a presenga generalizada de Rhopalosiphum maidis,
vetor de MaYMV e SCMV, em campos de milho no Brasil, implica que o MaYMV
pode representar uma ameacga potencial a produgdo de milho. Logo, estudos
estdo em andamento para entender melhor a incidéncia, distribuicdo e possiveis
interagcbes do MaYMV com outros virus patdégenos de milho conhecidos no

Brasil.
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Na China, MaYMV geralmente tem sido relatado em infeccbes
mistas com outros virus, incluindo maize chlorotic mottle virus, southern rice
black-streaked dwarf virus e SCMV, mas também tem sido encontrado em
infecgdes simples, sendo estimada uma perda de 10-30% de produtividade do
milho (Bernreiter et al., 2017). No Brasil, Gongalves (2020) verificou sintomas
especificos do mosaico causado por MaYMV em infecgdo unica no milho e um
efeito sinérgico de sua infecgdo mista com o SCMV, intensificando os sintomas
e reproduzindo uma condigao severa originalmente observada no campo (Figura
8).

FIGURA 8. Sintomas foliares de plantas de milho inoculadas com infeccao simples e
mista. (a) sugarcane mosaic virus (SCMV); (b) maize yellow mosaic virus (MaYMV); (c)
SCMV e MaYMV; (d) planta controle nao inoculada. Fonte: Gongalves et al., 2020.

2.2.5. Maize umbra-like virus
Maize umbra-like virus (MULV) ou maize-associated umbra-like
virus (MaUV) faz parte de uma nova categoria de RNAs virais semelhantes a
umbravirus, pertencente a familia Tombusviridae, uma familia viral diversa com
genomas de RNA de fita simples, de sentido positivo, que codificam de quatro a
sete ORFs (Cornejo-Franco et al., 2021; Lappe et al., 2022). Este grupo de virus
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(umbra-like virus) ainda nao esta classificado em um género estabelecido pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV).

A caracteristica distintiva e unificadora dos membros da familia
Tombusviridae é a presenga do gene da RdRp conservado e traduzido da ORF2
pela supressao da terminacdo em um cédon de parada ou por um frameshift —1
que ignora o cédon de parada, gerando fusdes das proteinas codificadas pelas
ORF1 e ORF2 (ICTV, 2011a).

No caso dos umbravirus, o género apresenta virus com genoma
constituido de ORFs 1 e 2 traduzidas do RNA gendmico, enquanto as ORFs 3 e
4 sdo traduzidas de RNAs subgendmicos que codificam, respectivamente, uma
proteina para movimento a longa distancia e outra para movimento célula a
célula (Figura 9) (Liu et al., 2021).

oo

IRES | | ORF1 | | ORF3 | ,
> l[ ORF2 [ [ orra | 3

| 31k | l

| RdRp |
- I
5 I ORF3 | OH 3’
subgenomic RNAs

5 ORF4 | oH 3

FIGURA 9. Organizagéo genémica dos umbravirus. ORF1 = proteina de 31k cuja fungéo
€ desconhecida; ORF2 = RdRp a partir do mecanismo de ribosomal frameshift das
ORF1/0ORF2; ORF3 = proteina envolvida na protecdo do RNA viral (supressor NMD) e
no movimento a longa distancia (floema); ORF4 = proteina de movimento célula-a-
célula. Fonte: https://viralzone.expasy.org/645 .

Os umbravirus, diferentemente da maioria dos virus, ndo possuem
gene para codificar a CP e, portanto, ndo formam particulas virais convencionais.
Eles dependem de uma coinfecgdo com um membro dos géneros Luteovirus,
Enamovirus ou Polerovirus para fornecer a CP para encapsidagao do genoma e
transmissao pelo vetor biologico (Taliansky & Robinson 2003). Em troca, o virus
auxiliar se beneficia do compartilhamento do produto da ORF3 do umbravirus
que é responsavel pela protecdo do RNA viral e transporte através do floema.
Trata-se de uma associagdao mutualistica (Liu et al. 2021).

Nos ultimos anos, varios RNAs virais identificados em diferentes

hospedeiros (maméao, citrus, opuntia, milho, figo e cana-de-agucar) foram
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considerados virus semelhantes a umbravirus por apresentarem significativa
identidade de sequéncia com a RdRp de umbravirus, além da auséncia de genes
que codificam a CP (Quito-Avila et al., 2022). No entanto, diferengas bioldgicas
e genOmicas os tém distinguido dos umbravirus “verdadeiros” (Cornejo-Franco
et al., 2021).

Genomicamente, os umbravirus-like associated RNAs (ulaRNAs)
ou “umbra-like virus”, assim como os umbravirus, codificam a RdRp por meio do
mecanismo de ribosomal frame-shifting (Quito-Avila et al., 2022). No caso, MULV
contém quatro ORFs e UTRs na extremidade 5’ e 3’; a ORF1 codifica uma
proteina de 195 aa (22kDa) cuja funcéo € desconhecida; a ORF2 codifica RdRp,
uma proteina de 717 aa (82,5 kDa), por meio do mecanismo de mudanga de
quadro (frameshift); as ORFs 3 e 4, sobrepostas, codificam proteinas putativas
de 178 aa (20,4 kDa) e 212 aa (23,6 kDa), respectivamente (Figura 10) (Ibidem).

S’-UTR 3'-UTR

v ORF1 | ores | \

. ORF2 ORF4 T

FIGURA 10. Representagdo esquematica da organizagdo gendmica da MULV. ORF1=
codifica uma proteina de 195 aa (22kDa) de fung¢ao desconhecida; ORF2 codifica RdRp,
por meio do mecanismo frameshift;, ORF3 = codifica proteina putativa de 178 aa (20,4
kDa) e ORF4 = codifica proteina putativa 212 aa (23,6 kDa).

Biologicamente, embora os umbravirus estejam exclusivamente
associados a virus dos géneros Luteovirus, Polerovirus e Enamovirus, alguns
estudos com ulaRNAs nao identificaram nenhum virus auxiliar pertencentes a
esses trés géneros em infeccdo mista (Quito-Avila et al. 2022). Por exemplo,
umbravirus-like associated RNA (ulaRNA) papaya meleira virus 2 (PMeV2)
encontra-se associado ao virus auxiliar papaya meleira virus (PMeV), um virus
de RNA fita dupla do género Totivirus (Antunes et al., 2016). Ja papaya virus Q
(PpVQ) ou papaya umbravirus foi encontrado quase sempre em plantas de
mamao com o papaya ringspot virus, um potyvirus (Quito-Avila et al. 2015). No
caso de maize umbra-like virus (MULV), o polerovirus MYDV foi detectado no
RNA do pool de amostras, mas ndo na amostra individual em que MULV foi
detectado, sendo necessario, portanto, mais estudos para determinar como

ocorre a transmissao natural de MULV (Cornejo-Franco et al. 2018).
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Os RNAs subvirais podem influenciar consideravelmente os
sintomas das doencas associadas ao virus auxiliar, seja atenuando ou
exacerbando os sintomas, a depender do hospedeiro (Liu et al., 2021).

O primeiro relato de MULV foi em 2022, por Lappe et al. (2022), em
folhas de milho coletadas em 2017 no Mexico, e por Quito-Avila et al. (2022), em
Santa Ana, no Equador, ambos depositados no GenBank sob o numero de
acesso OM937759 e OK018180, respectivamente. No Brasil, a ocorréncia desse
virus, foi confirmada pela primeira vez, por nossa equipe, em folhas de milho
plantado em Juazeiro/BA, coletado no ano de 2023, conforme descrito no item
6.2 deste documento.

2.3.Técnicas de deteccgao de virus vegetais

Jeong et al. (2016) ao revisar os métodos de detecg¢ao de virus de
plantas discorre sobre a importancia da identificagédo precisa do agente etioldgico
para elaboracdao de uma estratégia eficiente de manejo de viroses. Além disso,
destaca que a globalizagdo e as mudangas climaticas tém alterado o
agroecossistema e ha expectativa de aumento da disseminagdo de virus e
mudanga na ocorréncia dos virus circulantes, tornando o diagnéstico de doengas
virais ainda mais crucial. Comenta também que os sintomas das doencgas virais
sao bastante semelhantes entre si e podem ser confundidos com estresses
abioticos como condigdes climaticas desfavoraveis e desequilibrios nutricionais,
0 que torna o diagnostico baseado em sintomas muito complexo. Somado a isso,
deve-se considerar que a infecgdo pode nao causar sintomas visiveis e haver
infecgdes mistas.

Os sistemas de detecgdo sorologica se baseiam no uso de
anticorpos especificos desenvolvidos em animais em resposta a antigenos.
Apesar de terem sido amplamente usados como método diagndstico de rotina,
apresentam limitagcdes, como disponibilidade de anticorpos, custo e tempo em
desenvolvimento de anticorpos, além de falsos positivos decorrentes de reagdes
inespecificas ou reatividade cruzada (Jeong et al., 2014). Espécies virais muito
relacionadas nao podem ser diferenciadas corretamente por testes como ELISA
devido a ocorréncia de reacido cruzada, além de ser menos sensivel quando

comparado a Reacdo em Cadeia de polimerase (PCR), a ferramenta mais
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popular para o diagnéstico de virus, que, igualmente ao ELISA, é padronizavel
em nivel industrial (Ibidem).

A PCR possui varias aplicagbes na pesquisa, como clonagem,
manipulagdo de genes, analise de expressdo génica, genotipagem,
sequenciamento e mutagénese, contudo carece da informagdo genética
previamente disponivel. A necessidade de aperfeicoar a eficiéncia e a
especificidade da técnica incentivou a criagdo de uma variedade de abordagens,
como PCR com transcrigdo reversa (RT-PCR), PCR Multiplex, Nested PCR,
PCR de imunocaputura (IC-PCR), PCR em tempo real, PCR digital, amplificagdo
isotérmica mediada por loop (LAMP), entre outras (Jeong et al., 2014). Essas
técnicas de deteccdo molecular tém alta sensibilidade e especificidade,
permitindo uma identificagcao rapida e precisa (Lu et al., 2021).

Para este trabalho, as técnicas de RT-PCR e RT-qPCR baseado
em SYBR Green foram selecionadas com o objetivo de desenvolver protocolos
de deteccgéo de virus de milho que sejam eficientes, rapidos e de baixo custo,
que poderao ser utilizados para realizacdo de levantamentos de incidéncia e
ocorréncia das viroses circulantes.

A PCR em tempo real pode ser utilizada também para estimar a
taxa de infecgéo (r), complementando ou até mesmo substituindo a estimativas
de intensidade de doencgas e inoculo. Trata-se de um componente importante
para epidemiologia de doengas de plantas, pois permite a identificagcdo e
quantificacdo de indculo (Del Ponte & Mizubuti, 2024).

Descrita pela primeira vez por Higuchi et al. (1992), a PCR em
tempo real foi desenvolvida com o objetivo de aprimorar a reagado em cadeia de
polimerase de modo que as sequéncias amplificadas fossem detectadas sem a
necessidade de abrir o tubo da reagdo. A ideia consistiu em adicionar brometo
de etideo na reagao e monitorar externamente o aumento de sua fluorescéncia
ao se anelar ao DNA de fita dupla, possibilitando acompanhar o progresso da
amplificagdo em tempo real.

Ja a abordagem de RT-gqPCR foi desenvolvida por Gibson et al.
(1996), no contexto de um projeto de terapia genética voltada para o tratamento
de fibrose cistica, em que se buscava quantificar o mRNA do regulador de
transmembrana da fibrose cistica (CFTR), usando uma sonda fluorogénica e um
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controle interno construido a partir da insercdo de uma sequéncia especifica no
plasmideo pGEM-3Z.

Na agricultura, a RT-gPCR tem sido usada na deteccédo de
inumeros fitovirus, como tomato spotted wil virus (Roberts et al., 2000), plum pox
virus (Varga & James, 2005), citrus tristeza virus (Bertolini et al., 2008), citrus
leaf blotch virus (Ruiz-Ruiz et al., 2009), virus de cucurbitaceas (Abrahamian et
al., 2013; Torre et al., 2020), virus de videira (Poojari et al., 2016), citrus ringspot
virus (Kokane et al., 2021), virus de trigo (Gauthier et al., 2024), entre outros. De
igual forma, tem sido amplamente empregada no contexto da seguranca
alimentar para detec¢ao de contaminantes de alimentos (como Escherichia coli
e Salmonella enterica) e de alimentos geneticamente modificados, por meio dos
sistemas de fluorescéncia como SYBR Green e sondas TagMan (Levin, 2004).

Os sistemas detecgao usados na PCR em tempo real podem ser
do tipo sonda de hidrdlise (TagMan®, FRET) ou agente intercalante (SYBR
Green®) (Thermo Fisher, 2014). O sistema TagMan consiste em um
oligonucleotideo (sonda) marcado com corante reporter fluorescente na
extremidade 5’ e um corante quencher (silenciador) na extremidade 3’, que é
liberado quando a sonda se anela ao alvo, aumentando o sinal do corante
repoérter. Esse tipo de sistema garante maior especificidade e permite ensaios
multiplex, porém é mais oneroso e as configuracbes do ensaio sao mais
complexas. Ja o SYBR Green € um agente intercalante que se liga a todo tipo
de DNA de fita dupla presente na amostra, sendo uma solugéo genérica, simples
e de menor custo, porém pode gerar sinais falso-positivos, que podem ser
discriminados por meio da analise da curva de dissociagao.

As aplicagbes da PCR em tempo real podem ser classificadas
como (i) quantitativa (absoluta, para determinagao de carga viral/n° de copias;
ou relativa, para estudos de expressao génica); e (ii) qualitativa (usada para
genotipagem, deteccdo de patdogeno (presenga/auséncia) e de organismos
geneticamente modificados) (Levin, 2004; Thermo Fisher, 2014).

Embora a técnica de PCR quantitativa apresente varias vantagens,
como alta sensibilidade, especificidade, capacidade de quantificagdo em tempo
real, baixo potencial de contaminagcdo e menor tempo de processamento

(Cockerill & Uhl, 2002), o método ainda apresenta alguns desafios a serem
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superados. Bustin (2024) lista algumas limitagdes ainda presentes, das quais
destacam-se:

o Dificuldades com reprodutibilidade: diferengas entre
reagentes e instrumentos podem levar a resultados irreproduziveis e dificultar
comparacgoes entre estudos;

o Limitagdes de detecgao: a deteccao simultdnea de multiplos
alvos em uma unica reacao pode ser limitada pela sobreposi¢cao espectral dos
corantes fluorescentes utilizados, o que pode restringir a capacidade de
quantificar alvos que estdo em concentragdes muito diferentes;

o Contaminacao de amostras: embora a técnica elimine o risco
de contaminagcdo na etapa pos-PCR, ainda existe a possibilidade de
contaminacgao cruzada durante a extracdo de RNA ou na preparacdo da amostra,
0 que torna essencial a inclusdo de controles apropriados; e

o Limitagcdes da amostra: a presencga de inibidores de PCR nas
amostras pode afetar a eficiéncia da amplificagcéo, resultando em quantificagcoes

imprecisas.

3. JUSTIFICATIVA

Apesar da importancia econébmica do milho no Brasil, ha uma
lacuna nos estudos sobre os virus que afetam essa cultura (levantamentos de
incidéncia e ocorréncia), principalmente devido a falta de métodos padronizados
para deteccao e identificacdo dos virus. Os sintomas das doencas virais muitas
vezes se assemelham, exigindo métodos diagndsticos mais precisos para o
alcance de um manejo eficaz, inclusive para o desenvolvimento de estratégias
de controle baseadas em variedades tolerantes e resistentes.

Nesse contexto, o presente estudo propde desenvolver protocolos
de deteccédo para os virus de milho por RT-PCR e RT-gPCR baseado em SYBR
Green, utilizando a base de dados das sequéncias virais obtidas por HTS a fim
de aumentar a eficiéncia e especificidade desses métodos com o desenho de
primers capazes de detectar a amplitude da diversidade dos isolados circulantes.
A escolha pelo sistema SYBR Green decorreu de sua melhor relagdo custo-
efetividade e simplicidade em comparagao com o sistema de sondas TagMan.

Como o experimento envolve multiplos alvos virais, o uso de sondas especificas
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para cada um aumentaria significativamente os custos, a complexidade do
ensaio e o tempo de desenvolvimento. Além disso, a literatura disponivel
evidencia que SYBR Green possui sensibilidade suficiente para a deteccao de
patogenos de maneira ampla e robusta.

A partir dos dados obtidos com este trabalho, estudos mais
aprofundados sobre os virus circulantes poderao ser realizados, melhorando a
compreensdo da epidemiologia desses patogenos e a formulagdo de
recomendagdes de manejo mais assertivas, o que contribuira para a seguranca

alimentar e a sustentabilidade da agricultura no pais.

4. OBJETIVOS
4.1.Objetivo geral
Desenvolver protocolos de detecgao de virus de milho por RT-PCR
e RT-gPCR que sejam eficientes, rapidos, genéricos e de baixo custo, a partir da

analise do viroma de milho utilizando a técnica HTS.

4.2.0bjetivos especificos

1. Realizar o levantamento bibliografico dos virus de milho relatados
no Brasil e a revisao de literatura dos virus encontrados no HTS;

2. Estudar o viroma da cultura do milho a fim de conhecer a
diversidade dos virus circulantes (conhecidos e novos);

3. Desenhar primers de RT-PCR e RT-qPCR especificos para
deteccao a partir da selecéo de regides conservadas;

4. Produzir clones de cada virus-alvo com sequéncias de genomas
parciais para uso como controles positivos a partir de clonagem em
vetores plasmidiais; e

5. Avaliar a eficiéncia dos primers de RT-qPCR com amostras de

campo.

5. MATERIAL E METODOS
5.1.Sequenciamento de alto desempenho (HTS)
Durante o ano de 2022, amostras de milho apresentando sintomas
de listra (estriado) fraco a forte e folhas arroxeadas foram coletadas em
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diferentes regides (Riacho Fundo/DF, Juazeiro/BA e Uberlandia/MG) e
misturadas em um pool, combinando 1-2 g de cada amostra individual. Foi
realizada semi-purificacdo das particulas virais utilizando protocolo de
centrifugacgao diferencial e concentragédo de particulas virais com centrifugagéo
em colchdo de sacarose a 20%, seguindo o protocolo de Blawid et al. (2017) com
modificagdes. Em seguida, procedeu-se a extragao de RNA total usando o Kit
Quick-RNA Plant Miniprep (Zymo Research) e entdo armazenou-se a -70 °C.
Estas amostras de RNA extraido de milho foram enviadas para sequenciamento
em plataforma HTS em dois lotes juntamente com RNA viral extraido de outras
plantas, objeto de estudo de outros projetos. O primeiro lote consistiu em RNA
total de virus semi-purificados de folhas de milho combinado com RNA de virus
semi-purificados de cucurbitaceas, feijoeiro e bananeira (nome do pool:
CH_2022-05) e o segundo lote com RNA total de virus semi-purificados de milho
combinado com RNA de virus semi-purificados Brachiaria spp. € Panicum spp,
do Campo experimental da Embrapa Gado de Corte (maio/2022 e
dezembro/2022), e Paspalum spp., Brachiaria spp. da Universidade de Brasilia
(dezembro/2022) (nome do pool: HM_2022) (Figura 11).
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FIGURA 11. Mapa dos locais de coleta das amostras de folhas de milho.

Estas amostras de RNA total de virus semi-purificados foram
sequenciadas por HTS na plataforma lllumina NovaSeq6000, na escala de 10 G,
com 150 nt-pairedends. As sequéncias foram analisadas por bioinformatica
conforme descrito em Blawid et al. (2017) com modificagdes. Primeiramente os

reads foram aparados com BBDuk (https://github.com/BiolnfoTools/BBMap)
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para remogao das sequéncias de baixa qualidade, em seguida, foi realizada a
montagem “de novo” com MEGAHIT (https://github.com/voutcn/megahit), e os
contigs montados foram submetidos a Blastx no software Geneious Prime
(Kearse et al., 2012).

As sequéncias gendmicas relacionadas a virus de gramineas ou
possiveis novos virus (viral hits) foram confirmadas usando a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Tool) (Altschul et al., 1990) do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), disponivel no site

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi, pela comparacdo com as sequéncias

depositadas no GenBank e os contigs estendidos usando a fungédo “Map to

reference” do Geneious Prime.

5.2.Desenho de primers para detecgao

Os primers para RT-PCR e RT-qPCR foram desenhados com base
na selecdo de regides mais conservadas de cada virus a fim de reduzir as
possibilidades de falsos negativos (Tabela 3). Primeiramente, foi realizado o
alinhamento multiplo (ClustalW no Geneious Prime) das sequéncias de genoma
completo de cada virus detectado depositadas no banco de dados do NCBI
(Apéndice B) e as sequéncias-consenso, obtidas pelo HTS, a fim de identificar
regides mais conservadas. Apos desenho dos primers, suas sequéncias tiveram
suas identidades confirmadas com os reads que foram montados com base na
sequéncia genOmica de referéncia, ou seja, os reads foram analisados para
avaliar a diversidade de sequéncias na regido onde os primers foram
desenhados.

Os primers para RT-PCR abrangeram uma regido gendmica
conservada maior que a dos primers de RT-gPCR de modo que seus produtos
fossem usados para clonagem em vetor plasmidial bem como para testes de
validag&o posteriores.

Os primers foram analisados in silico (OligoAnalyzer™ Tool IDT,

https://www.idtdna.com/calc/analyzer) quanto a temperatura de desnaturagao e

probabilidade de “self-dimer” e “hetero-dimer”. Para controle interno, foram
usados primers do gene do fator de elongacédo 1a validados por Zang et al (2013)
por ser um gene de referéncia adequado para milho em testes de qPCR.
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TABELA 3. Lista de primers desenhados e usados neste estudo.

Primer Gene alvo Sequéncia (5’-3’) Tar(r;:;)r;ho
MRFV_BR_F replicase =~ TTTTCGGCTCCTGGAAAGCTT
MRFV_BR R* replicase GGCGATGTTGTARTCGGTGTT 410
SCMV_BR _F* HC-PRO AAACCAGCATACTCTGARATAATA
ce 1075
SCMV_BR R P3 CGCCTAAATCTAC?GCTTTTTCTCA
JGMV_BR_F* P3 TTCRACTAGAAATATGCCATTGAC
AAA

JGMV_BR R P3 TACTGAATTGTA'_II:GTGGATTGGAG 516
MSMV_2094 F RepA CCTAGAGGTGGCAGAAGACATG 447
MSMV 2540 R RepA ATGTCTCACACAAGCTTCCGTT
MaYMV_Pol BR_F* P2 CAATCGCGAGAGTTYGTGCA
MaYMV_Pol BR_R P2 GGAGATACCAGCCACTTGTACAG 068
Maize Umbra_F ORF2 CGAAAATACAAGATCCAACCGA
Maize Umbra R ORF2 ATCCGTCTGCCTTCAACCTC 093
MRFV_gPCR_R replicase TCTTGTAGCGCTCGAAGACAAC 117
MRFV_gPCR_F replicase TTCGAGATGGCCGACTGGT
SCMV_gPCR_F* P3 ATGGAAAAAAGTTAYGTAGATCAA

TTAAACCA 85
SCMV _gPCR R P3 ACACACGCCATATTGCTGAAAATT
MSMV_gPCR_F RepA AATACGTAGGATCGAAAGTGCTG 145
MSMV-gPCR_R RepA CTTTGTGATCATCTCTGGAACCT
MaYMV_Pol_gqPCR_F P2 GAGTAACTCTCGGATTCGGGTGA
MaYMV_Pol_gPCR_R P2 TTGTTTGGAAACCTCGACTTTGAA 45
Maize_Umbra_qPCR_F ORF2 AGCCGTGGAGCAATTGAGTC
Maize_Umbra_gPCR_R ORF2 CATCGACCGACTTCAGCCAA 60
EF-1a -F Fator de GTCAGATTGGCAACGGCTACGC

elongagao
1-a
EF-1a -R Fator de TTGGGCTCCTTCTCCAGCTCCT 124
elongagao
1- a

*primers degenerados.
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5.3.Identificagdao dos hospedeiros por RT-PCR

Para validacdo dos resultados obtidos no HTS, amostras
individuais de milho foram testadas para confirmar a detec¢do dos virus
encontrados. Para isso, foi extraido o RNA total de amostras de folhas individuais
de milho estocadas a -70 °C e executada a RT-PCR com primers especificos
desenhados para as sequéncias encontradas (Tabela 3). Os virus alvos foram:
MRFV, SCMV, MaYMV, MULV e MSMV.

Visando obter uma metodologia unica para todos os virus, foi
realizada extracdao de RNA, RT-PCR e RT-gPCR inclusive para deteccao de
MSMV, apesar deste ser virus de DNA. Pelo observado, o método de extragao
de RNA usado e a reacdo de RT n&o excluiu o DNA de MSMV. Destaca-se que
nao foi realizado tratamento com DNases na extragdo de RNA. De outro modo,
pode-se ter amplificado o mRNA.

Para extragcao de acido nucleicos, cada amostra foliar foi triturada
com nitrogénio liquido e processada usando kit RNA total (Cellco Biotec), de
acordo com as orientac¢des do fabricante. O DNA complementar foi sintetizado
utilizando 10 pyl do RNA extraido, 1 ul de Oligo DT (50 pM), 1 pl de primer
randémico (50 uM), 1 yl de dNTP (10 mM), submetido a incubagao a 75 °C por
5 minutos. Em seguida, foram adicionados 4 ul de buffer first strand 5X, 2 ul de
DTT (0,1 M) e 1 yl de M-MLV RT (200 U, Thermo Fisher Scientific). As condi¢gbes
da reagao foram: 25 °C por 10 minutos para anelamento e extens&o dos primers,
37 °C por 50 minutos para polimerizacao da fita complementar e 80 °C por 10
minutos para inativacao da enzima.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando 18,25 pl de agua
Milli-Q autoclavada, 2,5 pl de 10 x Buffer Taq, 1,0 pl de dNTP (10 mM), 1 ul de
cada primer (concentracéo final de 400 nM), 0,25 ul de Taqg DNA Polimerase (5
U/ul), Sinapse Biotecnologia) e 1 ul de cDNA. As condigdes da reacéo
empregadas foram 95 °C por 2 minutos para desnaturagao prévia do cDNA e 35
ciclos de 95 °C por 1 minuto para desnaturagdo, 50 °C por 30 segundos para
pareamento dos primers, e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos para extensao. Ao
final dos ciclos, a temperatura foi mantida por 72 °C por 7 minutos para extensao

final das fitas. Aliquotas de 2 ul dos amplicons foram processadas em gel de
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agarose 1% corado com brometo de etideo e visualizadas em transiluminador

UV para confirmagao da amplificagao.

5.4.Producao de controles positivos e sequenciamento

Clonagem em vetor plasmidial

Apos a confirmacédo dos hospedeiros, as amostras positivas com
cDNA apresentando melhor rendimento (qualidade e integridade avaliadas pela
presenca de banda especifica no gel de agarose) foram selecionadas para a
obtencdo do clone. Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando
lllustra GFX PCR DNA and Gel Band purification kit (GE Life Technologies),
seguindo as orientagdes do fabricante. A concentragdo de acidos nucléicos foi
estimada pela intensidade da banda no gel de eletroforese (agarose 1%) e a
quantidade de amplicon a ser utilizada na reagao de ligagao foi calculada usando
a formula (50 ng do vector x 0,5 kb de inserto)/(3 kb do vetor) x 3. A raz&o molar
do produto de PCR e do vetor foi de 3:1.

As reacobes de ligagao foram realizadas utilizando-se 2,5 ul de 2x
Rapid Ligation Buffer, 0,5 ng/ul de pGEM®-T Easy Vector (50ng/ul, Promega), 1
pI do produto de PCR diluido (25 ng/pl), 0,5 ul de T4 DNA Ligase (Promega) e
0,5 yl de agua Milli-Q, permanecendo a temperatura ambiente por 1 hora.

O produto da reagao foi dialisado em agua Milli-Q por 15 minutos
antes da transformacao. Dois microlitros do produto da dialise foram adicionados
a um tubo contendo 50 ul de células competentes de Escherichia coli, linhagem
DH10B (Thermo Fisher Scientific), homogeneizados manualmente e transferidos
para cubeta para eletroporacdo. As reacbes de transformacdo, foram
adicionados 500 ul de meio SOC, permanecendo incubadas sob agitagdo por
1h30min. Em seguida, 200 ul foram transferidos para placas de LB com 20ul de
ampicilina (100 mg/ml), 20ul de IPTG (100 mg/ml) e 10ul de X-Gal (80 mg/ml).
As placas contendo as células transformadas foram mantidas em estufa a 37 °C
overnight.

O controle positivo de SCMV foi produzido em pCR4-TOPO vector
(Thermo Fisher Scientific) devido a dificuldades de inser¢cdo do fragmento
amplificado em pGEM®-T Easy Vector. Para isso, foram utilizados 0,5 yl do
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produto de PCR (cerca de 20 ng), 0,5 ul de salt solution, 0,5 yl pCR4 TOPO
vector e agua para completar o volume final de 3 ul, conforme orientagbes do
fabricante (pCR4.TOPO TA Cloning kit, Thermo Fisher Scientific). A mistura foi
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. A eletroporacéao foi realizada
com 1 pl da reagdo de ligacdo em células competentes de E. coli DH10B,
incubado com 500 pl de meio SOC por 1h30min. Em seguida, 20 pl foram
transferidos para placas de LB com 20ul de canamicina (50 mg/ml) e mantidas
em estufa a 37 °C overnight.

Extragcdo de DNA plasmidial e sequenciamento

Os clones obtidos foram selecionados para repicagem e posterior
extracado de DNA plasmidial a fim de verificar a clonagem dos insertos no vetor.
Para isso, colénias brancas foram repicadas em placas de LB tratadas com 20
Ml de ampicilina (100 mg/ml) e posteriormente inoculadas em 5 ml de meio liquido
LB com 5 pl ampicilina (100 mg/ml) durante 24 horas aproximadamente, sob
agitacéo (180 rpm), a temperatura ambiente.

As colbnias selecionadas foram inoculadas em 5 ml de meio liquido
LB com 5 yl de ampicilina (100 mg/ml) (0 GEM-T Easy) ou 5 ul (60 mg/ml) de
canamicina (pCR4), sob agitacdgo (180 rpm), durante 24 horas
aproximadamente, a temperatura ambiente. Para armazenamento dos controles
positivos, 200 pl da solugao bacteriana foram estocadas com a adi¢do de 300 pl
de glicerol (80%) a -70 °C.

As purificacbes de DNA plasmidial foram realizadas usando o kit
Wizard Plus SV Miniprep DNA purification (Promega), segundo orientagdes do
fabricante. Aliquotas de 2 ul das minipreparagdes foram processadas em gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etideo, para confirmar a obtencao dos
plasmideos. Os insertos foram cortados com a enzima de restricido EcoRl, 37 °C,
overnight, e confirmados por eletroforese pelo tamanho das bandas observadas.
Somente os clones de SCMV em pGEM-T Easy n&o apresentaram o inserto,
sendo posteriormente obtidos com vetor pCR4. Para confirmagao da sequéncia
do inserto, os DNA plasmidiais purificados com fragmento de cada virus foram

sequenciados por método Sanger utilizando primer T7 promoter.
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5.5.Elaboracao das curvas-padrao e das curvas de dissociagao

A curva-padrao nos ensaios de gPCR é um parametro importante
apenas em aplicagdes de quantificagdo, uma vez que a determinagéao precisa do
DNA ou RNA alvo das amostras se dara pela comparagao dos valores de ciclo
de quantificagdo (Cq) das amostras desconhecidas com os valores de Cq de
uma série de diluigdes conhecidas. Para analises qualitativas, a curva-padrao é
opcional, uma vez que o objetivo € simplesmente verificar a presenga ou a
auséncia de um alvo especifico.

Assim sendo, foram elaboradas curvas-padrdo usando o DNA
plasmidial recombinante de cada virus (controles positivos). Para isso, o DNA
dos plasmideos foi quantificado (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) e o
numero de copias foi calculado usando 5 diluicbes seriadas de dez vezes de
cada padrao (1 ng, 0,1 ng, 10 pg, 1 pg e 0,1 pg).

O numero de copias foi calculado usando a seguinte féormula:
(quantidade de DNA plasmidial em nanogramas) x (constante de Avogadro =
6.0221 x 102%) / comprimento do plasmideo recombinante (bp) x peso médio
dsDNA (660 g/mol) x (fator de conversdo = 1 x 10°).

As reacdes foram efetuadas em triplicata com 10 ul de GoTag®
gPCR Master Mix (Promega), 0,8 ul de primer mix (5 uM), 0,2 ul corante CXR
suplementar e agua nuclease-free para completar 20 pl, utilizando maquina de
PCR em tempo real, Step One Plus (Thermo Fisher Scientific). As condigdes de
ciclagem foram 95 °C por 2 min para ativagao da GoTag® Hot Start Polymerase
seguindo de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos para desnaturacgao das fitas, 60
°C por 1 minuto para anelamento dos primers e extensao da fita complementar
e execucdo da curva de melting (ou curva de dissociagdo) conforme a
configuragcédo padrao do software utilizado (StepOne v2.3). Nesse processo, 0s
amplicons foram aquecidos gradualmente a uma taxa de 0,3 °C/ segundo, de 60
°C a 95 °C, e os picos de fusao calculados automaticamente, resultando em um
grafico da derivada negativa da fluorescéncia para cada incremento de
temperatura.

Os primers foram avaliados quanto a eficiéncia da reagao
(inclinagdo da curva-padrdo, coeficiente de correlacdo e faixa dindmica) e
especificidade pela analise da curva de dissociagao.
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5.6. Teste com amostras de campo

Para validagao dos protocolos, novas amostras de folhas de milho
oriundas de Petrolina/PE, apresentando sintomas de infecgbes virais,
juntamente com amostras do Riacho Fundo/DF, Juazeiro/BA e Uberlandia/MG,
anteriormente utilizadas no HTS, armazenadas a - 70 °C, foram testadas para
presenca de SCMV, MRFV, MSMV, MaYMV e MULV.

As novas amostras foram submetidas a extracdo de RNA e
transcricdo reversa, conforme descrito anteriormente. Todas as reacdes de RT
foram realizadas com 500 ng/ul de RNA. Como controle das reagbes foram
realizados os seguintes tratamentos: (i) teste de planta sadia com primers dos
alvos (controle negativo), (ii) controle sem molde (NTC), (iii) controle interno com
primers do gene do fator de elongacéo EF1- a (Zhang et al., 2013) e (iv) controle
positivo (1 pg/ul de plasmideo recombinante contendo a sequéncia alvo do
patogeno). As mesmas amostras foram testadas por RT-PCR.

As reacgbes de qPCR seguiram as seguintes condigdes: 10 pl de
GoTag® gPCR Master Mix (Promega), 0,8 ul de primer mix (5 yM) e agua
nuclease-free para completar 20 pl. As condigdes de ciclagem foram 95 °C por
2 min para ativagao da GoTaq® Hot Start Polymerase seguido de 40 ciclos de
95 °C por 15 segundos para desnaturacao das fitas e 60 °C por 1 minuto para
anelamento dos primers e extensao da fita complementar. Ao final, foi executada
a curva de dissociagao.

Os resultados foram avaliados segundo os seguintes critérios: (i)
presenca de pico unico na curva de dissociagdo com Tm préxima a Tm do
controle positivo (diferenca de 1 °C); (ii) auséncia de sinal de amplificacdo nos
controles de amostra sem modelo e de planta sadia ou Tm diferente da Tm
padronizada; (iii) visualizagdo de bandas nos tamanhos esperados usando
eletroforese em gel de agarose e (iv) amplificagdo dos genes de controle
endoégeno. Todas as reagdes, inclusive controles positivos e negativos, foram

realizadas em duplicata.
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6. RESULTADOS
6.1.Analises dos dados gerados por HTS

Para obter informacdes sobre os virus associados ao milho e sua
diversidade genética no Brasil, amostras de milho de trés localidades (Figura 11)
foram analisadas por sequenciamento de alto desempenho.

O sequenciamento do primeiro pool (CH_2022-05) contendo RNA
extraido de folhas de milho do Riacho Fundo/DF, Juazeiro/BA e Uberlandia/MG,
coletadas no més de maio de 2022, juntamente com RNA de cucurbitaceas,
feijoeiro e bananeira, resultou em um total de 58.393.052 reads, de tamanho de
~150 pares de base, formando 2.367 contigs.

O sequenciamento do segundo pool (HM_2022) contendo RNA
extraido de folhas de milho do Riacho Fundo/DF, Juazeiro/BA e Uberlandia/MG,
coletadas no més de dezembro de 2022, juntamente com RNA de gramineas,
resultou em um total de 87.630.010 reads, formando 45.215 contigs.

A analise de Blastx dos contigs obtidos contra base de dados do
GenBank revelou a presenga de seis virus diferentes, dos quais cinco foram
posteriormente confirmados nas amostras de milho por RT-PCR, conforme
Tabela 4.

Embora johnsongrass mosaic virus (JGMV) tenha sido detectado
nos dados de HTS do pool de segunda amostra (HM_2022), a RT-PCR de
amostras individuais nao revelou sua presenca em plantas de milho. Por isso,
JGMV nao foi incluido nas proximas etapas deste trabalho que visou apenas
viroses de milho. Até o momento, ndo ha confirmacado de JGMV ocorrendo em
milho no Brasil, mas em Pennisetum purpureum (Silva et al., 2013) e sorgo
(Souza et al., 2017).

Os resultados apresentaram alta identidade entre os contigs e as
leituras (reads) e boa cobertura para os cinco principais virus analisados,

indicando que ndao houve montagem quimérica na sequéncia consenso.
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TABELA 4. Lista de virus detectados em plantas de milho de cada pool
confirmados por RT-PCR.

Tamanho Pairwise Cobertura
Pool Virus do contig N° de reads % de média
(nt) identidade*
CH_2022-05
Maize rayado fino 6.455 3.775 97,8 88,3
virus
Sugarcane  mosaic 9.656 5.148.148 99,3 80.506,4
virus
Maize yellow mosaic 5.761 505.418 98,4 13.247,3
virus
Maize striate mosaic 2.746 31.209 99,1 1.716,1
virus
HM_2022
Maize rayado fino 4459 2.323 97,7 78,6
virus
Sugarcane  mosaic 9.592 5.098.007 99,4 80.254,3
virus
Maize yellow mosaic 5.788 657.204 96,7 17.601,8
virus
Maize striate mosaic 2.919 33.218 98,4 1.830
virus
Maize umbra-like 2.470 2.171 98,8 132,7
virus

* alinhamento do contig com os reads.

6.2.Deteccao de maize umbra-like virus no Brasil

Um contig de 2470 nucleotideos de comprimento do poo/ HM_2022
foi montado a partir de 2.171 reads, com uma cobertura média de 132,7x (Tabela
4). Reagbes de RT-PCR foram realizadas utilizando primers desenhados para
amplificar um fragmento de 593 nucleotideos da ORF2 de MULV (gene da RdRp,
acesso nao depositado, aguardando autorizagdo), na posicao 868 For e
1460_Rev. O RNA extraido das amostras individuais avaliado primeiramente em
pool de cada regido apresentou resultado positivo apenas para o pool de
Juazeiro/BA. Em seguida, o teste individual das amostras indicou a presenca de
MULV em duas amostras das 12 amostras de Juazeiro/BA. Os pools do RNA
das amostras de Riacho Fundo/DF e Uberlandia/MG apresentaram resultado

negativo para MULV.
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A sequéncia-consenso foi montada a partir de 2.171 reads com
98,8% de identidade de reads. Apds a extenséo de contig, a sequéncia gendmica
do isolado de maize umbra-like virus (MULV) de Juazeiro/BA recuperada por
HTS apresentou 3.062 nucleotideos, com 97,41% de identidade com isolado do
México (OK018180), que apresenta 3.068 bp, e com 95,52% de identidade com
o isolado do Equador (OM937759), que apresenta 3.053 bp (Tabela 5). Essas

sequéncias sao as unicas sequéncias de MULV depositadas até o momento.

TABELA 5 - Percentual de identidade de nucleotideos entre o isolado brasileiro
e os isolados do México e Equador.

. MULV MX MULV EC
Virus MULV BR OK018180 OM937759
Maize umbra-like virus BR 100 97,41 95,52
Maize umbra-like virus MX
97,41 100 95,37
OK018180
Maize umbra-like virus EC
95,52 95,37 100
OM937759

A organizacdo gendmica do MULV identificado neste estudo
possui, semelhantemente ao isolado mexicano, quatro ORFs, com a RNA-
polimerase dependente de RNA viral — RdRp traduzida por frameshift
ribossémico -1 das ORFs 1 e 2, caracteristica distintiva e unificadora da familia

Tombusviridae (Figura 9; Figura 12).

-1 Frameshift
II 20:0 5I.'IIIII ?c-:EI | .IZIIIZIIZI | '2.50 1 .ﬁlli'lil | "_'.50 E.IZ:IIIIII 2.2|5IZI 2.5IIJIJ 2..7'5!] 3.00:3
—— ORF2
QRF1 7 ORF3
ORF1ak

ORF4

FIGURA 12. Organizagao gendmica de maize umbra-like virus montado por HTS
da amostra (pool HM_2022).

O isolado brasileiro apresentou alta identidade de nucleotideo e de
aminoacido com os isolados mexicano e equatoriano para todas as regides do

genoma comparadas (Tabela 6), mostrando que se trata da mesma espécie.
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TABELA 6. Tamanhos de cada ORF de MULV e percentual de identidade de
aminoacido e nucleotideos entre o isolado de MULYV identificado neste estudo e
os isolados do México e Equador.

Regidodo Tamanho MULV - EC MULV - MX
genoma (nt) (acesso OM937759) (acesso OK018180)

% identidade % identidade

aa. nt aa. nt
ORF1 194 97,87 97,00% 97,34% 97,35%
ORF1-2 736 99,04 96,12% 99,18% 97,40%
ORF3 177 95,00 97,87% 93,57% 98,44%
ORF4 211 97,63 97,33% 99,05% 98,11%

ORF 1 = proteina associada a replicagdo; ORF 1-2 = RdRp; ORF3 = MP de longa distancia;
ORF4 = MP célula a célula.

6.3.Virus detectados nas amostras individuais por RT-PCR

Para confirmar a presenca dos virus identificados por HTS e
determinar seus hospedeiros, as amostras individuais de cada regiao de coleta,
armazenadas a -70°C, foram testadas por RT-PCR. Todas as amostras
analisadas eram sintomaticas. O resultado obtido encontra-se consolidado na
Tabela 7 e as imagens dos géis de agarose no Apéndice D.

As reacbes positivas de RT-PCR para cada alvo produziram
amplicons nos tamanhos esperados para cada virus (MRFV — 410 bp; SCMV —
1075 bp; MSMV — 447 bp; MaYMV - 668 bp; MULV — 593 bp).

TABELA 7. Resultado da RT-PCR das amostras individuais utilizadas no HTS.

Virus (n° de positivos/total de amostras analisadas)

Regido  Planta  ypocy ™ scmMv MSMV  MaYMV MULV
DF Milho 3/6 5/6 5/6 6/6 0/6
BA Miho 1212  1/12 10/12 0/12 2012
MG Milho 910  6/10 10/10 8/10 0/10

Total geral 24/28  12/28  25/28 14/28 2/28

As amostras individuais oriundas do DF apresentaram alto nivel de
infecgao mista, com maior incidéncia de MaYMV, MSMV, SCMV e MRFV, nessa
ordem. Do total de 6 amostras, metade apresentou os quatro virus
simultaneamente, duas apresentaram trés virus simultaneamente e apenas uma
apresentou infecgao simples de MaYMV. Nao foi detectado MULV no DF (Figura
13).
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EEEEESR
= MULV 0 0 0 0 0 0
= MaYMV 1 1 1 1 1 1
= MSMV 1 1 1 1 1 0
SCMV 1 1 1 1 1 0
1 MRFV 1 1 1 0 0 0

FIGURA 13. Amostras individuais de milho oriundo do DF (numeradas de 1 a 6) com
indicagdo dos virus detectados. 1 = positivo; 0 = negativo.

Enquanto isso, as amostras de milho de Juazeiro/BA apresentaram
maior incidéncia de MRFV (100% das amostras individuais analisadas) e MSMV
(cerca de 83%, 10 de 12 amostras). SCMV foi detectado em apenas uma
amostra que também testou positivo para MRFV, MSMV e MULV. A maioria das
amostras (10) apresentaram infeccdo mista de MRFV e MSMV, enquanto uma
amostras apresentou quatro virus simultaneamente e outra, trés virus. MULYV foi
detectado em Juazeiro/BA em 2 das 12 amostras individuais analisadas que

também testaram positivo para MRFV e MSMV (Figura 14).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

s MULV 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
msMaYMV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
= MSMV 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0
SCMV 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
= MRFV 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

FIGURA 14. Amostras individuais de milho oriundo de Juazeiro/BA (numeradas de 1 a
12) com indicagao dos virus detectados. 1 = positivo; 0 = negativo.
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Em Uberlandia/MG, todas as amostras analisadas apresentam
MSMV, enquanto MRFV, MaYMV e SCMV estavam presentes em 90%, 80% e
60% das amostras, respectivamente. Também houve alto nivel de infec¢gao mista
nas amostras de milho de MG: seis amostras apresentaram 4 virus ao mesmo
tempo, duas, 3 virus, uma, dois virus, enquanto apenas uma amostra apresentou
infecgao simples de MSMV. MULV néo foi identificado nas amostras de milho
oriundas de MG (Figura 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 !

= MULV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EMaYMV 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
m MSMV 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SCMV 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
MRFV 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0

FIGURA 15. Amostras individuais de milho oriundo de MG (numeradas 1 a 10) com
indicacao dos virus detectados. 1 = positivo; 0 = negativo.

O resultado do HTS apresentou um alto numero de reads
referentes a SCMV, tanto no primeiro pool (5.148.148 reads) quanto no segundo
pool (5.098.007 reads) em relagao aos reads dos demais virus: MaYMV: 505.418
€ 657.204 reads no 1° e 2° pool respectivamente; MSMV: 31.209 e 33.218 reads
no 1° e 2° pool respectivamente: MRFV: 3.755 e 2.323 reads no 1° e 2° pool
respectivamente; MULV: 2.171 reads no 2° pool (Tabela 4). Entretanto, o teste
individual de amostras evidenciou que SCMV nao foi predominante em
Juazeiro/BA, estando presente apenas em uma das doze amostras analisadas.
Além disso, MRFV, que apresentou o menor niumero de reads, predominou nas
trés regides, indicando que nao ha uma correlagao entre os dados (Tabela 7). O

elevado numero de reads de SCMV pode estar relacionado a um alto nivel de
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replicacdo em amostras especificas bem como a presencga de outras gramineas

hospedeiras, além do milho.

6.4.Dos controles positivos produzidos

Para construgdo dos controles positivos, as regides alvo
conservadas foram clonadas em vetores plasmidiais proprios para pequenos
insertos (PGEM-T Easy e pCR.4TOPO). Ambos os vetores utilizam a técnica de
clonagem TA, em que a adenina (A) dos produtos de PCR gerados pela Taq
DNA polimerase se liga a timina (T) do vetor. Inicialmente, a clonagem foi
realizada usando o vetor pGEM-T Easy para todos os virus e o DNA plasmidial
purificado foi enviado para sequenciamento. O controle positivo com a sequéncia
alvo de SCMV foi o unico que a insergdo ndo ocorreu adequadamente.
Considerando que mesmo apos repetir o processo, a clonagem permaneceu
sem éxito, optou-se por utilizar o vetor plasmidial pCR.4 TOPO que
diferentemente de pGEM-T Easy ja possui a enzima topoisomerase |
incorporada, o que facilita a ligagao.

O resultado do sequenciamento foi comparado com as sequéncias
de virus correspondentes disponiveis no GenBank para confirmacado da
identidade dos insertos clonados. As sequéncias parciais obtidas foram

depositadas no banco de dados do NCBI, conforme registro abaixo:

TABELA 8. Lista dos acessos das sequéncias parciais de cada virus depositadas
no NCBI.

Virus Isolado CDS N° de
acesso
Sugarcane mosaic virus - HC-PRO e P3 (parcial) Nd
Maize rayado fino virus CH_1-1 poliproteina (parcial) LC843765
Maize striate mosaic virus CH 14 RepA (parcial) LC843766
Maize yellow mosaic virus CH_1-3 P2 (parcial) LC843767
Maize umbra-like virus - ORF 2 Nd

* Maize umbra-like virus aguarda autorizagdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para que seja depositado no banco de dados do NCBI. Nd = nao
depositado.

6.5. Analise das curvas-padrao e das curvas de dissociagao
Para avaliar a performance das reagbes da PCR quantitativa, foi
produzida para cada virus uma curva-padrao com base no log 10 do n°® de cépias

50



de cada diluicao (eixo x) e seus respectivos valores de Cq (eixo y), utilizando
cinco diluigdes seriadas 1:10 (1 ng, 0,1 ng, 10 pg, 1 pg e 0,1 pg) em triplicata.

O coeficiente de regressao linear proximo de 0,999 para todos os
virus indicou uma forte relagéo linear positiva entre as variaveis. A eficiéncia das
reagoes foi calculada pela formula “Eficiéncia da PCR = (10(-"inclinagdo) — 1) x 100"
e a faixa dindmica de deteccgéao variou de 4 a 8 unidades de log 10 do n° cdpias
do DNA plasmidial, com limite minimo de detecgdo na ordem de 10* copias para
menor concentracado testada, 0,1 pg (Tabela 9; Figura 16; Apéndice C).

TABELA 9. Avaliagdo da curva-padrdao de RT-gPCR e limite minimo de
deteccao de cada espécie viral (n° de copias) para menor dilui¢ao testada (0,1

P9).

Tamanho do

vi DNA Eficiéncia o, Tm — Limite o0 de
irus i o R média tedrico
plasmidial (%) (°C) testado Cq
(bp)

SCMV 5.031 98,87 0,995 76,13 18.100 23,15
MRFV 3.425 93,93 0,995 87,78 26.600 25,57
MaYMV 3.683 134,43 0,999 85,39 26.400 22,25
MSMV 3.462 79,45 0,999 82,40 24.800 28,41
MULV 3.608 115,29 0,993 84,94 25.300 25,59

A andlise in silico dos primers realizada no OligoAnalyzer™ Tool
IDT também mostrou atender aos parametros-padrao para nao ocorréncia de
dimeros, com AG maiores que -9 kcal/mol, com excecdo de MRFV, o que nao
prejudicou a especificidade da Tm da curva-padrdao uma vez que apresentou pico
unico (Tabela 10 e Figura 17).

TABELA 10. Resultado da analise de possibilidade de formacdo de dimeros
realizada no OligoAnalyzer Tool IDT.

Primer RTqPCR Hetero-dimer (AG) Homo-dimer (AG)

SCMV -6,5a-0,96 -7,46 a -0,96
MSMV -5,49 a -1,34 -8,22 a -0,96
MaYMV -5,19 a -1,34 -4,52 a -0,96
MRFV -10,3a-1,34 -13,09 -0,96
MULV -5,02 a-1,47 -9,27 a-1,57
EF-1a -F -5,02 a -1,57 -3,9 a -0,96

A diferenga de Tm dentre os pares de primers ficou dentro da

margem indicada (< 1 °C). Apesar dos resultados obtidos para MaYMV, MSMV
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e MULYV, o protocolo pode ser utilizado para fins de detecg¢ao (presenga/auséncia
do patdégeno), pois a curva padrédo nao € obrigatoria para ensaios qualitativos.
A especificidade das reacbes foi avaliada pelas curvas de
dissociagao (melting curve) que apresentaram pico unico para cada conjunto de
primers (Figura 16) bem como pela visualizagdo de bandas especificas em gel

de agarose de 1,5% (Figura 18).
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FIGURA 16. Curvas-padrao de cinco diluicbes seriadas (1:10) geradas a partir do log 10
do numero de cépias do DNA plasmidial recombinante contendo a sequéncia alvo
especifica de cada virus versus ciclo de quantificagdo (Cq). A - SCMV = sugarcane
mosaic virus; B - MRFV = maize rayado fino virus; C - MaYMV = maize yellow mosaic
virus; D - MSMV = maize striate mosaic virus; e E - MULV = maize umbra-like virus.
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FIGURA 17. Curvas de dissociagao (melting curve) com Tm especifica para o amplicon
de cada virus. A - SCMV = sugarcane mosaic virus; B - MRFV = maize rayado fino virus;
C - MaYMV = maize yellow mosaic virus; D - MSMV = maize striate mosaic virus; e E -
MULYV = maize umbra-like virus.
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6.6.Validagcao do ensaio de RT-qPCR com amostras de campo

Amostras de milho do DF, MG, BA e PE foram testadas por RT-
gPCR individualmente quanto a presenca de cada um dos virus (SCMV, MRFV,
MSMV, MaYMV e MULV). Foi escolhida uma ou duas amostras aleatorias de
cada regiao para qual determinado virus foi identificado, totalizando 14 amostras.
Por exemplo, os testes de RT-qPCR para MULV, foram usadas amostras apenas
de Juazeiro/BA, pois nas demais localidades este virus n&o foi identificado.

Na RT-gPCR de cada virus, todas as reagbes com controles
positivos amplificaram e apresentaram uma Tm média esperada para amplicon
de cada virus (SCMV ~ 76,13 °C; MRFV ~ 87,78 °C; MaYMV ~ 85,39 °C; MSMV
~ 82,40 °C e MULV ~ 84,94 °C) (Tabela 11). Nao houve amplificagdo para os
controles negativos, com exce¢ao de MULV que apresentou valores de Cq de
30 e 32 para ambas as réplicas. Esse alto valor de Cq poderia indicar um
resultado negativo, mas quando avaliado juntamente da curva de dissociagao
que apresentou Tm média para o tamanho do amplicon do alvo, infere-se que a
amplificagao foi positiva com baixa concentragcdo de material de partida. Ou seja,
houve contaminacdo dos reagentes. O teste devera ser repetido para
confirmacgéao do resultado (Tabela 11).

As reacdes com plantas sadias, embora tenham apresentado
amplificagado, obtiveram uma Tm diferente da Tm da curva-padrao, indicando que
se trata de amplificagdo nao especifica (fora do alvo), o que poderia facilmente
ser mal interpretado como positivo. Reagdes de RT-PCR confirmaram o
resultado negativo para as amostras de plantas sadias (Tabela 11; Figura 19),
bem como a eletroforese em gel de agarose das amostras de RT-qPCR (Figura
18). As reagdes com os primers de controle interno (gene do fator de elongacao
1-a) tiveram amplificagdo positiva com Tm de 85,5 °C £ 1 °C, afastando a
possibilidade de falsos negativos. Os resultados obtidos para as amostras de

campo por RT-gPCR foram validados por RT-PCR (Figura 19).
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TABELA 11. Resultado dos ensaios de RT-qPCR com primers especificos para
cada alvo e validacao adicional por RT-PCR.

Alvo Amostra Cq Tm (°C) RT-PCR

DF 1-4 12,45 76,58 +
MG 4 32,64 76,43 +

C+ 15,21 76,65 n/a
SCMV NCT ’ i i
Sadia 32,90 72,47 -

Controle interno 18,89 86,24 n/a
DF 1-1 13,24 87,34 +
CE 3.10 8,82 87,34 +
MG 4 36,98 87,63 +
PE 5 21,53 77,63 -

MRFV c+ 16,45 87.34 n/a
NCT - - -
Sadia 22,76 75,98 -

Controle interno 15,93 85,09 n/a
DF 1-4 15,37 85,24 +
MG 3 21,05 85,61 +

PE 5 21,21 85,16

MaYMV C+ 11,76 85,16 n/a
NCT - 61,34 -
Sadia 28,72 74,86 -

Controle interno 17,19 85,16 n/a
DF 1-4 19,10 83,2 +

CE 3.10 20,89 83,35 +
MG 9 28,87 70,32 -

MSMV C+ 21,84 83,12 n/a
NCT - 70,30 -
Sadia 26,57 80 -

Controle interno 18,89 86,24 n/a
CE 3.1 18,74 84,42 +

CE 3.4 18,65 84,94 +

C+ 16,35 84,64 n/a
MULV NCT 31.58 84.94 ;
Sadia 20,01 80,08 -

Controle interno 18,35 85,31 n/a

C+ = controle positivo; NCT = amostra sem molde; n/a = nao se aplica; Controle
interno = reagao com primers do gene de referéncia.

A titulo exemplificativo, a figura 18 apresenta a comparagéo da
curva de dissociagdo das amostras testados para MRFV e o respectivo gel de
agarose das reagdes. A amostra P5, de Petrolina/PE, testada com primers de
MRFV, da mesma forma que as plantas sadias, apresentou valor de Cq dentro
da faixa considerada positiva, entretanto um valor da Tm diferente da Tm
esperada para o amplicon do alvo (Tabela 11). Isso indica que houve
amplificagdo fora do alvo, isto €, um resultado negativo que poderia ser

confundido com positivo se interpretado sem a curva de dissociacdo. Esse
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resultado foi confirmado pela eletroforese da reagao em gel de agarose e na RT-
PCR (Figuras 18 e 19).

Ao contrario, a amostra MG4 apresentou alto valor de Cq (36,98),
0 que poderia ser interpretado como negativo, mas ao analisar a curva de
dissociagdo, a Tm obtida foi muito préxima da Tm do amplicon alvo (controle
positivo e demais resultados positivos), sendo, portanto, um resultado positivo.
Isso pode ser indicio de que a amostra apresenta baixa titulagao viral ou que
houve alguma falha na leitura da reagado. Tanto eletroforese da reagéo de RT-
gPCR quanto a RT-PCR da amostra confirmaram a presenca de MRFV na

amostra (Figuras 18 e 19).
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FIGURA 18. Exemplo de analise da curva de dissociagao para diferenciar amplificagao
verdadeiras de falsos positivos. A) Amostras de planta sadia e do estado de PE com
pico de Tm menor que Tm média do amplicon e amostra de MG com baixa amplificagao,
mas como Tm igual a Tm do amplicon; B) Gel de agarose (1,5%) das reagdes de RT-
gPCR. Marcadores GeneRuler 1 kb DNA ladder e GeneRuler 1 kb Plus (Thermo
Scientific ™).
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FIGURA 19. Validacao do resultado de RT-gPCR por RT-PCR para cada espécie viral.
Marcador GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific TM).

7. DISCUSSAO

Este trabalho trata do desenvolvimento de protocolos de detecgéo
de virus patégenos de milho por RT-PCR e RT-gPCR a partir da analise do
viroma por HTS. Nesse sentido, buscou-se primeiramente conhecer as espécies
virais presentes no milho por meio de uma metodologia ndo seletiva, o
sequenciamento de alto desempenho ou HTS.

Dos dez virus relatados no Brasil, os resultados do HTS
corroboram a presenca de quatro (MRFV, SCMV, MaYMV e MSMV) e ainda uma
nova ocorréncia de MULV, relatado pela primeira vez no Brasil.

Embora johnsongrass mosaic virus (JGMV) tenha sido detectado
nos dados de HTS, a RT-PCR de amostras individuais n&o revelou sua presenga
em plantas de milho. Destaca-se que o pool da qual a sequéncia-consenso foi
recuperada (HM_2022) continha RNA total de virus semi-purificado de Brachiaria
spp. € Panicum spp., do Campo experimental da Embrapa Gado de Corte e
Paspalum spp. e Brachiaria spp. da Universidade de Brasilia.

A ocorréncia de JGMV em milho ja foi confirmada em varios paises,

incluindo Australia, Estados Unidos, Venezuela e Africa Oriental (Stewart et al.,
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2017). Kitajima (2020) levantou relato da presenca de JGMV em milho em
Ribeirao Preto/SP (2001, por sorodiagnédstico), no entanto, até agora, a
confirmagédo gendmica de JGMV no Brasil ocorreu apenas em capim-elefante
(Pennisetum purpureum) (Silva et al. 2013), Panicum maximum (Camelo-Garcia
et al., 2016) e sorgo (Souza et al., 2017).

O JGMV isolado de P. maximum nao infectou oito variedades de
milho por inoculagdo mecanica (Camelo-Garcia et al., 2016), o que € coerente
com o resultado obtido neste estudo. Além disso, as sequéncias genémicas dos
isolados brasileiros de JGMV, coletados na Bahia e em S&o Paulo (Silva et al.,
2013; Camelo-Garcia et al., 2016), mostram baixa identidade de sequéncia
quando comparadas aos isolados de milho em EUA e Argentina. Infere-se,
portanto, que o isolados de JGMV no Brasil muito provavelmente ndo sao
patdogenos importantes nas lavouras de milho. Considerando que € comum
encontrar gramineas forrageiras nas proximidades das plantagées de milho,
existe um risco potencial de isolados brasileiros de JGMV sofrerem mutagdes e
“saltarem” para o milho, tornando-se infeciosos. Diante dessa ameaca, estudos
sobre a diversidade genética dos isolados brasileiros de JGMV estdao em
andamento por nosso grupo a fim de esclarecer as razbes pelas quais os
isolados de JGMV atualmente circulantes ndo infectam milho.

Quanto ao MULV, este foi detectado por RT-PCR em duas
amostras de Juazeiro/BA, ambas com infeccdo mista. A amostra CE 3.1
apresentou resultado positivo para MRFV e MSMV, enquanto a amostra CE 3.4
apresentou resultado positivo para MRFV e SCMV. Apesar do polerovirus
MaYMV ter sido detectado no pool do HTS, nas amostras de Juazeiro/BA
positivas para MULV nao foi detectado. A auséncia de identificacdo de virus
auxiliares pertencentes aos géneros Luteovirus, Enamovirus e Polerovirus
também tem sido observada para outros umbra-like, como PMeV2, que se
encontra associado ao totivirus PMeV, e o PpVQ, associado ao potyvirus PRSV
(Cornejo-Franco et al., 2021). No estudo de Quito-Avila (2022), o MULV
detectado no Equador também néo foi associado a nenhum polerovirus, apesar
de MYDV ter sido detectado no RNA do pool de amostras, mas nao na amostra

individual em que MULV foi identificado. Diante desses resultados, sdo
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necessarios mais estudos para entender como ocorre a transmissao natural de
MULV.

Tanto as amostras de Juazeiro/BA quanto as do Riacho Fundo/DF
e Uberlandia/MG apresentaram uma propor¢do aproximada de amostras
infectadas por MRFV e MSMV simultaneamente (Tabela 7), e ambas
apresentavam sintomas de listra (estriado) fraco a forte e folhas arroxeadas.
Essa associacdo de MRFV e MSMV pode ocorrer possivelmente devido ao
compartilhamento do mesmo vetor viral, a cigarrinha do milho Dalbulus maidis.
Canale et al. (2023) relataram a presenga de MRFV, e mais recentemente de
MSMV, integrando o patossistema do enfezamento do milho, juntamente com
“‘Maize bushy stunt phytoplasma” ou "Candidatus Phytoplasma asteris"
(Subgrupo 16Srl-B) e o Spiroplasma kunkelii.

Os resultados da RT-PCR também apontaram para uma proporgao
aproximada da presenca de SCMV e MaYMV nas mesmas amostras de
Uberlandia/MG e Riacho Fundo/DF, mas ausente nas amostras de Juazeiro/BA
(Tabela 7). Gongalves et al. (2020) relataram o efeito sinérgico dessa infecgéo
mista de MaYMV e SCMV, na intensificacdo de sintomas, reproduzindo
experimentalmente uma condigao grave originalmente observada em campo. Na
China, o agravamento dos sintomas pela infec¢do mista de MaYMV e SCMV
também foi registrado por Bernreiter et al. (2017).

SCMV e MaYMV também possuem em comum O mesmo vetor.
Todavia, enquanto SCMV apresenta varios vetores (Hysteroneura setariae,
Rhopalosiphum maidis, Rhopalosiphum padi, Schizaphis graminum, Aphis
gossypii, Myzus persicae), os estudos de transmissédo de MaYMV confirmaram
apenas Rhopalosiphum maidis e Schizaphis graminum como vetores, sendo
este ultimo menos eficiente que o primeiro (Ohlson, et al., 2024).

Em regra, virus de DNA circular sdo detectados a partir da extragao
de DNA ou de RNA/DNA total seguido da amplificag&o em circulo rolante (RCA)
(Inoue-Nagata et al., 2004). Fontenele et al (2017), ao detectar MSMV pela
primeira vez no Brasil, realizou a extragado de acido nucleico viral usando Kit viral
DNA/RNA (Zymo Research) e RCA com kit de amplificagéo lllustra TempliPhi™
(GE Healthcare); sendo o produto sequenciado na plataforma Illumina
Nextseq500. Contudo, a aplicagdo de metodologia de detecgéo de virus de RNA
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usada neste estudo ndo impediu a detecgdo de MSMV. Sugere-se que o
protocolo de extragdo de RNA nao exclui o DNA do mastrevirus tendo em vista
seu pequeno tamanho (2,7kbp) e a transcrigdo reversa n&o inibe a amplificagéo
do DNA uma vez que ndo houve tratamento com DNAses. Outra hipotese seria
no sentido de que houve amplificacdo de mRNA, entretanto, o resultado obtido
no HTS mostrou reads cobrindo todo o genoma (mesmo usando kit de extragao
de RNA), incluindo regibes n&o codificantes (introns) que sdo removidas por
splicing na transcrigdo do mRNA maduro. Isso sugere que o material amplificado
seja realmente DNA do virus.

Problemas de falsos negativos em testes diagndsticos podem
ocorrer quando primers sao desenhados com base em sequéncias de bancos de
dados que nao refletem a amplitude da diversidade genética viral existente, pois
esta pode ser afetada por fatores locais, como hospedeiros e condicdes
ambientais (Rubio et al, 2020). Para evitar isso, este estudo, ao desenhar os
primers de RT-PCR e RT-qPCR, realizou o alinhamento multiplo entre as
sequéncias depositadas no GenBank, oriundas do Brasil e do exterior, e as
sequéncias-consenso obtidas pelo HTS.

As curvas-padrao de SCMV e MRFV apresentaram eficiéncia entre
90% e 110% e coeficiente de correlagdo (R?) proximo de 0,999, atendendo aos
padrées recomendados. Isso permite que sejam usadas para determinar a
concentragado de material viral nas amostras. Em contraste, as curvas-padrao de
MaYMV, MSMV e MULV atingiram apenas valores préximos dos desejados, o
que nao impede que os primers sejam usados para fins de deteccdo. A qualidade
do template nao parece ser o motivo que afetou a eficiéncia dessas reagoes,
pois 0 RNA de todas as amostras apresentou uma relagao A260/280 préxima a
2.

Importante registrar que questdes técnicas, como refluxo de vapor
e bolhas de ar, podem interferir na uniformidade da temperatura e na distribuigcao
dos reagentes, impactando a eficiéncia da reagdo (Thermo Fisher, 2014). Até
mesmo a adequada vedacgao do tubo é relevante. Durante a ciclagem térmica,
especialmente em altas temperaturas (como 95 °C), a agua pode volatilizar e
condensar nas paredes do tubo, formando goticulas que retornam aos
reagentes. Além disso, interferéncias quimicas, como a presenga de
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contaminantes (fenol ou etanol) e flutuagdes na leitura de fluorescéncia devido a
descalibracdo do aparelho podem afetar a precisdo e a reprodutibilidade dos
dados (Ibidem).

De todo modo, importa que, para este estudo de deteccédo, as
curvas de dissociagao das curvas-padrao (controles positivos) apresentaram
picos unicos de temperatura de melting (Tm) para todos os alvos, o que permitiu
diferenciar reagbes nao especificas, ou artefatos do sistema, na analise das
amostras de campo. O controle com plantas sadias foi extremamente relevante
para discriminar falsos positivos por meio da analise da curva de dissociagao,
pois apesar de apresentarem valores de Cq dentro da faixa considerada positiva,
a Tm obtida n&o coincidiu com a Tm do amplicon esperado para os primers
desenhados para cada virus, concluindo-se pelo resultado negativo, que foi
confirmado pela RT-PCR. Situacdo semelhante ocorreu em ensaio de RT-gPCR
baseado em SYBR Green para detectar e quantificar o RNA 1 e o RNA 2 de trés
espécies de furovirus de trigo em que foi observado um baixo valor de Ct para o
amplicon de RNA1 de SBWMV, entretanto pela variagédo de Tm > 1°C foi possivel
discriminar o resultado como negativo (Gauthier et al., 2024).

Quanto aos limites minimos de deteccao, a menor diluigéo testada
(0,1 pg) apresentou 10* copias e uma Cq variando de 17 a 28, indicando que
mais duas diluigdes decimais, 10 fg e 1 fg (Figura 16; Apéndice C), podem ser
testadas para definigdo do menor n° cépias detectavel. Bernardo et al. (2021) no
desenvolvimento de teste de RT-gPCR baseado em SYBR Green para deteccéo
de maize chlorotic mottle virus (MCMV) em lotes de sementes de milho,
determinou o limite minimo de detecc¢do (LoD) de 1 fg.

Por fim, os resultados obtidos na RT-qPCR foram confirmados por
RT-PCR, reforgando a necessidade de que os valores de Cq sejam interpretados
juntamente com a analise da curva de dissociacédo a fim de evitar leituras
equivocadas. Para os alvos MaYMV, MSMV e MULV, novos primers serao
testados como meio de melhorar a eficiéncia das reagdes para que os protocolos

sejam utilizados também para quantificagao viral.
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8. CONCLUSAO

O HTS tem sido tornado um valioso instrumento para o
monitoramento fitossanitario, pois fornece informagdes que permitem aos
pesquisadores acompanharem a evolugao da virosfera, identificando novos virus
ou novas variantes, em amostras sintomaticas ou assintomaticas.

Estudos sobre a diversidade genética dos isolados brasileiros de
JGMV sao necessarios para esclarecer as razdes pelas quais estes nao infectam
o milho.

Possivelmente MULV ndo depende de um membro dos géneros
Luteovirus, Enamovirus e Polerovirus para sua movimentagcao e transmissao, ao
contrario dos umbravirus. Esse resultado, juntamente com outros casos
relatados, reforca a tese de que a criagdo de um novo género dentro da familia
Tombusviridae seja necessaria.

A metodologia utilizada neste trabalho se mostra ampla e eficiente
para detectar tanto virus de RNA quanto de DNA (mastrevirus), atendendo ao
objetivo geral inicialmente proposto.

O uso da PCR em tempo real baseada em SYBR Green se mostrou
tao eficiente quanto a RT-PCR, com a vantagem adicional de ndo necessitar da
etapa de eletroforese. Estudos mais detalhados sdo necessarios para comparar
a sensibilidade entre os dois métodos.

A analise da curva de dissociacéo € essencial para eliminar o risco
de falsos positivos nos testes de RT-gPCR, além do uso de controles positivo,
negativo e interno para se obter resultados confiaveis. Para minimizar a chance
de artefatos no sinal de amplificagdo e garantir precisdo no valor de Cq, é
fundamental otimizar as condi¢gdes da reagéo, garantir a pureza dos reagentes e
realizar uma analise cuidadosa dos dados.

A metodologia de RT-gPCR desenvolvida neste trabalho esta
sendo aperfeigopada e podera ser usada em programas de fiscalizagédo
fitossanitaria, certificagcdo de germoplasma para produgdo de mudas livres de
virus e estudos de levantamento de ocorréncia e incidéncia do milho no Brasil.
Tais informacgdes contribuirdo para o desenvolvimento de estratégias de controle
mais eficazes que poderao ser elaboradas visando reduzir perdas e trazer mais

seguranga alimentar.
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APENDICE A - Levantamento de acessos de genoma completo e parcial

registrados no NCBI como virus patégenos de milho.

N° de N° de
N°item Nome do virus (versao binomial) acessoscom acessos com Total Geral
genoma genoma
completo parcial

1 Barley virus G 2 2
(Polerovirus BVG)

2 Barley yellow dwarf virus PAV 16 16
(Luteovirus pavhordei)

3 Barley yellow dwarf virus-PAS 1 1 2
(Luteovirus pashordei)

4 Brome mosaic virus 6 6
(Bromovirus BMV)

5 Cucumber mosaic virus 3 6 9
(Cucumovirus CMV)

6 Emaravirus tritici 1 1
(Emaravirus tritici)

7 Ethiopia maize-associated virus 2 2

8 High Plains virus 2 2

9 Hubei picorna-like virus 55 3 3

10 Iranian johnsongrass mosaic virus 1 12 13
(Potyvirus zeatessellati)

11 Johnsongrass mosaic virus 1 4 5
(Potyvirus halapensis)

12 Maize associated ampelovirus 1 1

13 Maize associated clostervirus 1 1

14 Maize associated foveavirus 1 1

15 Maize associated partiti-like virus 3 3

16 Maize associated rhabdovirus 2 2

17 Maize associated totivirus 5 21 26
(Totivirus jyukyu)

18 Maize bymovirus A 2 2

19 Maize chlorotic dwarf virus 1 1
(Waikavirus zeae)

20 Maize chlorotic mottle virus 97 74 171
(Machlomovirus zeae)

21 Maize dwarf mosaic virus 15 163 178
(Potyvirus zeananus)

29 Maize Iranian mosalc 13 24 87

nucleorhabdovirus
(Alphanucleorhabdovirus
zeairanense)
23 Maize Iranian mosaic virus 1 1
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46

47

48
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(Alphanucleorhabdovirus

zeairanense)

Maize mosaic nucleorhabdovirus
(Alphanucleorhabdovirus

maydis)

Maize necrotic streak virus
(Zeavirus zeae)

Maize pteridovirus

Maize pteridovirus 1

Maize rayado fino virus
(Marafivirus maydis)

Maize red stripe virus

Maize rough dwarf virus
(Fijivirus zeae)

Maize sterile stunt virus
(Cytorhabdovirus hordei)

Maize streak dwarfing virus
(Mastrevirus fulleri)

Maize streak Reunion virus
(Mastrevirus bourbonense)

Maize streakvirus
(Mastrevirus fulleri)

Maize streakvirus
(Mastrevirus storeyi)

Maize striate mosaic virus
(Mastrevirus striatis)

Maize suscalvirus

Maize umbra-like virus 1

Maize white line mosaic virus
(Aureusvirus zeae)

Maize yellow dwarf virus RMV
(Polerovirus MYDVRMYV)

Maize yellow dwarf virus-RMV2
Maize yellow mosaic virus

Maize yellow mosaic virus
(Polerovirus MAYMV)

Maize yellow striate virus
(Cytorhabdovirus

maysflavostriatis)

Maize yellow stripe virus

Maize-associated betaflexivirus

Maize-associated picornavirus

Maize-associated pteridovirus
(Pteridovirus maydis)

Maize-associated tombusvirus

Maize-associated totivirus 1
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51
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53
54
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57

58

59
60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

(Totivirus shichi)
Maize-associated totivirus 2
Maize-associated totivirus 3
Maize-associated trichovirus 1
Maize-associated trichovirus 2
Mal de Rio Cuarto virus

(Fijivirus cuartoense)
Morogoro maize-associated virus

(Alphanucleorhabdovirus
morogoromaydis)

North American maize-associated
mastrevirus
Panicum streak virus

(Mastrevirus panici)
Pennisetum mosaic virus

(Potyvirus pennisseti)

Rice black gall dwarf virus
Rice black streaked dwarf virus

(Fijivirus alporyzae)
Rottboellia yellow mottle virus

(Sobemovirus ROMOQOV)
Sorghum mosaic virus

(Potyvirus sorghitessellati)
Southernrice black-streaked
dwarf virus

(Fijivirus boryzae)

Sugarcane mosaic virus

(Potyvirus sacchari)
Tenuivirus zeae

(Tenuivirus zeae)

Tobacco mosaic virus

(Tobamovirus tabaci)

Turnip ringspot virus

(Comovirus rapae)

Wheat dwarf India virus

(Mastrevirus tritici)

Wheat mosaic virus

(Emaravirus tritici)

Wheat streak mosaic virus

(Tritimovirus tritici)

Zea mays polerovirus

2 1
1 6
1
1
12 1
2 4
1
1
18 9
5
173 552
2
1
3 17
108 206
12 34
1
6
3
9 3
2
1

= = N ®

27

725

20

314

46
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APENDICE B. Lista dos isolados depositados no banco de dados do NCBI

utilizados no alinhamento multiplo com as sequéncias obtidas no HTS para

escolha das regiées mais conservadas.

Virus Género Numero de Local do
acesso isolado
Maize rayado fino virus Marafivirus KM523134 EUA
AF265566 Costa Rica
Sugarcane mosaic virus Potyvirus JX188385 EUA
JX237862 Argentina
JX237863 Argentina
MN203189 Mexico
0Q060499 Argentina
Maize umbra-like virus Umbra-like, nao tem OM937759 Equador
género
OK018180 Mexico
Maize striate mosaic
_ Mastrevirus MF167297 Brasil
virus
MF167298 Brasil
MF167299 Brasil
MF167300 Brasil
MF167301 Brasil
MF167302 Brasil
MF167303 Brasil
MF167304 Brasil
MF167305 Brasil
MF167306 Brasil
MF167307 Brasil
MN535988 Brasil
MN535989 Brasil
OP811251 Argentina
Maize yellow mosaic
_ Polerovirus KT992824 China
virus
KU179221 China
KU291107 China
KY378940 China
KY940544 Brasil
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MF385583
MF684369
MG570476
MK652148
MK652150
MN943641
MT809617
MWO036244
MW447649
OK331995

China
Etidpia
Africa do Sul
China
China
Africa do Sul
Tanzania
Tanzénia
EUA
China
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APENDICE C. Graficos de amplificagdo mostrando triplicatas de cinco

diluicoes seriadas 1:10 de cada virus.
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* valor de fluorescéncia normalizada (ARn) versus ciclo de amplificagao.
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APENDICE D. Géis de agarose das reagdes de RT-PCR para confirmagio

da planta hospedeira.

SCMV

668 bp

11 1-2 1;3 1-4 2122 (11121-3 1-4 21

Figura C1. Teste de hospedeiros com amostras individuais oriundas
do DF. RT-PCR. A) MRFV e SCMV; B

MSMV JGMV

...., !—‘—\ i MSMV

= !
447 bp — SRR EERNR e
11 1-2 1-3 1-4 211 PA 2-2

Figura C2. Teste de hospedeiros com amostras
individuais oriundas do DF e Juazeiro/BA. A) RT-
PCR com primers de MSMV e JGMV em amostras
do DF; B) RT-PCR com primers de MULV em
amostras de Juazeiro/BA. Amostras de milho DF =
1-1, 1-2, 1-3, 1-4, 2-1, 2-2; CE 3.1 e 3.4 oriundos de
Juazeiro/BA.
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447 bp

MG1 MG2 MG3 MG4 MG5 MG6' M! MG1 MG2 MG3 MG4 MG5 MG6

o N J\I‘“\E‘ ‘ |
bl Ry

M MU MS JG SC MY MR M MG1 MG2 MG3 MG4 MG5 MG6

Figura C3. A - RT-PCR de amostras oriundas de
Uberlandia/MG testadas para MSMV e SCMV; B — RT-PCR
de pool de amostras oriundas de MG (7 a 10 e duas de
sorgo) e amostras individuais testadas para MaYMV.

668 bp
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