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André da Silva Xavier?
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Beatriz de Almeida Barros*

Samanta Gabriela Medeiros Carvalho®
Cicero Beserra de Menezes®

Resumo — Sorghum bicolor (L.) Moench é cultivado em varias regides tropicais
€ subtropicais do mundo. Entre as doengas, 0 mosaico comum causado por
potyvirus € uma importante limitagcao, causando reduc¢ao na produgao de sorgo
granifero e forrageiro. No Brasil, apenas o Sugarcane mosaic virus (SCMV)
havia sido relatado anteriormente como espécie de potyvirus associada ao
mosaico em sorgo e milho. Levantamento para monitorar a ocorréncia da
virose mosaico comum foi realizado em lavouras de sorgo no Estado de
Minas Gerais durante a safra 2014/2015. Amostras de plantas de sorgo que
expressavam sintomas de doengas virais foram coletadas para analises
moleculares. A caracterizagdo molecular da proteina capsidial (PC) dos
potyvirus infectando naturalmente o sorgo permitiu identificar o Johnsongrass
mosaic virus (JGMV) como mais um agente causal da doenga do mosaico
comum no sorgo em Minas Gerais. As sequéncias dos isolados brasileiros
de JGMV identificados infectando o sorgo (JGMV-Sr) foram depositadas no
GenBank sob os numeros de acesso KY952241, KY952242 e KY952243.
Comparagdes das sequéncias do gene da PC desses isolados brasileiros
de JGMV-Sr revelaram altas identidades de sequéncia de nucleotideos (nt)
e de aminoacidos (aa) com o isolado dos Estados Unidos U07218.1 (JGMV-
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MDKS1). Os isolados JGMV-Sr sao distintos dos isolados brasileiros que
infectam gramineas forrageiras (JGMV-Fg) (KT833782 e KT289893).

Termos para indexagao: Sorghum bicolor (L.) Moench, proteina capsidial,
virose,Jonsongrass mosaic virus (JGMV)

Potyvirus Species Causing Common Mosaic In
Sorghum In The State Of Minas Gerais, Brazil

Abstract — Sorghum bicolor (L.) Moench is cultivated in several tropical and
subtropical regions in the world. Among the diseases, the mosaic caused by
potyviruses is an important limitation, causing reduction in grain and forage
sorghum production. In Brazil, only Sugarcane mosaic virus (SCMV) had
previously been reported as the potyvirus species causing common mosaic in
sorghum and maize. A survey in the State of Minas Gerais, Brazil, was carried
out in sorghum plantations during the 2014/2015 crop season for monitoring
mosaic disease. Samples of sorghum plants expressing virus disease
symptoms were collected for molecular analyzes. Molecular characterization
of coat protein (CP) of the potyviruses naturally infecting sorghum allowed us
to identify the Johnsongrass mosaic virus (JGMV) as one more causal agent
of mosaic disease in sorghum in Minas Gerais. The sequences of the Brazilian
JGMV sorghum-infecting (JGMV-Sr) isolates were deposited in the GenBank
under the accession numbers KY952241, KY952242, and KY952243.
Comparisons of the CP gene sequences of these Brazilian JGMV-Sr isolates
revealed high nucleotide (nt) and amino acid (aa) sequence identities with
the U07218.1 (JGMV-MDKS1), isolate from the USA. The JGMV-Sr isolates
are distinct from the Brazilian forage grasses-infecting (JGMV-Fg) isolates
(KT833782 and KT289893).

Index terms: Sorghum bicolor (L.) Moench, coat protein, viruses, Jonsongrass
mosaic virus (JGMV).
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Introducao

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é o quinto cereal mais plantado no
mundo, apds trigo, arroz, milho e cevada, sendo cultivado em varias regides
tropicais e subtropicais. Um diferencial do sorgo é que possui caracteristicas
adaptativas para cultivo em areas de estresse hidrico, bem superiores aos
outros cereais, 0 que explica o seu cultivo em milhdes de hectares em
paises na Africa, Asia, Oceania e nas Américas (Acompanhamento da Safra
Brasileira [de] Graos, 2019). Além disso, destaca-se por ser uma cultura
versatil, apresentando diferentes usos: graos, forragem e bioenergia.

A area plantada com sorgo granifero no Brasil, na safra 2018/19, esta
estimada em 728 mil ha, com uma producéo de grédos em torno de 2,13 milhdes
de toneladas. O Estado de Goias, maior produtor nacional, aumentou sua
area em 8% e Minas Gerais, segundo maior produtor, em 9%. Ja o Estado do
Mato Grosso vem mantendo sua area nos Ultimos anos (Acompanhamento
da Safra Brasileira [de] Graos, 2019). Esses estados, mais o da Bahia,
respondem por 90% da produgao nacional de sorgo.

O sorgo grao tem um valor nutricional muito préoximo ao do milho, e pode
participar de ragdes como Unica fonte de amido sem comprometer o valor
nutricional das dietas ou desempenho animal (Fernandes et al., 2014). O
interesse no uso do sorgo grdo como alimento humano tem crescido em
diversos paises, em especial, pelos seguintes fatores: a) ndo possui gluten
e, por isso, é totalmente seguro para o desenvolvimento de produtos para
pessoas celiacas; b) possui sabor neutro, o0 que € uma grande vantagem na
industria de alimentos; ¢) apresenta menor custo de produgao, vislumbrando
a possibilidade de redugao dos custos na industria alimenticia; d) apresenta
uma variedade de compostos bioativos, com elevada capacidade antioxidante
e com potencial para utilizacdo em produtos com apelo funcional. Resultados
de pesquisas realizadas no Brasil mostraram elevada aceitagdo de produtos
elaborados com farinha de sorgo, comprovando, dessa forma, grande
potencial do cereal para uso na alimentagdo humana no Pais (Queiroz et al.,
2014).

Embora vaérias plantas forrageiras possam ser ensiladas, o sorgo € o milho
sado as culturas mais utilizadas para este propésito. O uso do sorgo pode
ser atribuido a varios fatores: custo entre 80 e 85% do da silagem de milho,
consumo equivalente a 90% da silagem de milho, valor nutritivo entre 85 e
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92% da silagem de milho e elevado potencial produtivo, adaptacédo a épocas
mais secas, capacidade de rebrota, podendo atingir até 60% da produgao
obtida no primeiro corte (Gongalves et al., 2005). Outra forma de consumo de
sorgo forrageiro é através do pastejo direto dos animais. A area nacional de
plantio de sorgo silageiro é estimada em 330 mil hectares, concentrada nas
regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul.

O etanol assume importancia particular em relagao ao petréleo, pois agrega
as vantagens principais de poluir menos e possuir caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes as da gasolina (Lipinski; Kresovich, 1982). O sorgo
sacarino se assemelha & cana-de-agucar, uma vez que o armazenamento
de agucares se localiza nos colmos, além de fornecer bagagco em
quantidade suficiente para a geracao de vapor para a operagéo industrial.
Em microdestilarias, os seus colmos podem ser processados na mesma
instalacdo destinada a produgéo de etanol de cana-de-agucar, oferecendo
também uma quantidade de residuo fibroso (bagaco) para gerar o vapor
necessario para a operagao industrial. Resultados experimentais mostram
que o sorgo sacarino pode ser uma cultura complementar a cana-de-agucar
para produgao de etanol, podendo ser colhido na entressafra dela, reduzindo
o periodo de ociosidade da industria e favorecendo o corte da matéria-prima
apos maturagédo completa (Teixeira et al., 1997).

Face a importancia da cultura, é essencial que se tenha conhecimento
dos fatores que possam limitar o desenvolvimento das plantas de sorgo,
afetando a produgéo. Dentre esses fatores, tém-se as doencas e, para que
se consiga ter um manejo adequado delas, faz-se necessario identifica-
las, tendo conhecimento sobre seu agente causal, seu vetor (quando este
existir) e como afetam a cultura. Em relagado as doengas, 0 mosaico comum,
causado por espécies de potyvirus, destaca-se dentre as viroses mais
importantes da cultura do sorgo (Gongalves et al., 2007). Seis espécies de
potyvirus tém sido identificadas no mundo, causando sintomas de mosaico
em uma variedade de cultura de grdos e gramineas, incluindo: Sugarcane
mosaic virus (SCMV), Sorghum mosaic virus (SrMV), Maize dwarf mosaic
virus (MDMV), Johnsongrass mosaic virus (JGMV) (Shukla et al., 1994),
Zea mosaic virus (ZeMV) (Sheifers et al., 2000), e Pennisetum mosaic virus
(PenMV) (Deng et al., 2008).
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Em sorgo, o SCMV pode provocar o aparecimento de dois sintomas, o
mosaico tipico e o sintoma necrético, dependendo da cultivar (Figura 1). No
necroético, aparecem areas necrosadas de cor avermelhada ou amarelada
nas folhas, dependendo da cultivar atacada. Esses tipos de sintomas, na
maioria das vezes, levam a planta do sorgo a morte, principalmente quando
a infecgdo ocorre prematuramente (Casela et al., 2008).

No Brasil, até recentemente, haviamos identificado apenas o SCMV
infectando e causando mosaico comum em sorgo e milho no Brasil. E, por
meio da analise da sequéncia de nucleotideos, especificamente da porgao
correspondente ao N-terminal da proteina capsidial do SCMV, demonstramos
tratar-se de nova estirpe distinta dentre as identificadas no mundo, pois, no
N-terminal da proteina capsidial, os isolados apresentam sequéncia repetida
do dodeca pepitideo, GTGTGATGGQAG, e parcialmente repetida do octo
peptideo, GTGATGGQ (Souza et al., 2012a, 2012b). Face a necessidade
continua de se ter um monitoramento das doengas que afetam a cultura, foi
realizado na safra agricola 2014/2015 um levantamento para identificagédo de
potyvirus infectando e causando mosaico em sorgo, nas principais regides
produtoras do Estado de Minas Gerais.

ol

y
\,‘\/’ \

Figura 1. Plantas de sorgo apresentando sintomas de mosaico tipico a esquerda,
necrotico ao centro e plantas de sorgo assintomaticas a direita. Fotos: Isabel R. P.
de Souza
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Material e Métodos

Tecido vegetal

Levantamento para virose do mosaico comum foi realizado na cultura do
sorgo, em regides produtoras do Estado de Minas Gerais na safra agricola
de 2014/2015. Folhas apresentando sintomas caracteristicos de mosaico,
pequenas areas cloroéticas entremeadas com pequenas areas verdes, foram
coletadas nessas lavouras. As amostras foram identificadas e adequadamente
preservadas até analise em laboratério, para identificagcao viral.

Figura 2. Sintomas de mosaico em folhas de sorgo granifero a esquerda e
sorgo forrageiro a direita em condigbes de campo, respectivamente, coleta-
das durante o levantamento em Paracatu e Felixlandia, municipios do Estado
de Minas Gerais. Fotos: Isabel R. P. de Souza

Identificagcao da espécie e estirpe de potyvirus

A identificagdo molecular da espécie viral envolveu duas etapas. Primeiro
o RNA foi extraido a partir do tecido foliar empregando-se o RNeasy®Plant
Mini Kit (Qiagen) e o cDNA sintetizado a partir 1.0 ug de RNA total usando
oligo(dT),, e o SuperScript®lll First-Strand Synthesis System (Invitrogen).
Na primeira etapa, oligonucleotideos que anelam na regido conservada da
proteina capsidial de potyvirus foram empregados, PZEO1 x PZEO2 (Sheifers
et al., 2000). As amostras positivas foram submetidas as reagdes de PCR
com oligonucleotideos especificos para os seis potyvirus do complexo
do mosaico, conforme descrito por Souza e Barros (2017) (Tabela 1). A
combinagéo de oligonucleotideos PJG_F X PSR (Jiang; Zhou, 2002) e PJG_F
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(Jiang; Zhou, 2002) X PJG_R (desenhado pela autora Barros, B.A.) (Tabela
1) resultou na amplificagédo da espécie de potyvirus JGMV apresentando
amplicons, respectivamente, tamanhos de 813 bp e 414 pb. Estes conjuntos
de oligonucleotideos anelam na por¢ao N-terminal da proteina capsidial,
permitindo a identificacdo dos isolados de JGMV por meio do sequenciamento
(Shukla; Ward, 1989). Amplicons foram purificados empregando ExoSAP-
IT for PCR Product Cleanup (USB) e sequenciados. As sequéncias obtidas
foram analisadas usando o software Sequencher 1.4.1.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos usados nas analises de RT-PCR para
identificagdo dos potyvirus em amostras de plantas de sorgo.

Identificagao

. Referéncia
Primer

Potyvirus Sequéncia 5’ - 3’

Jiang e Zhou
(2002)

PSRe® CAGCTGTGTGBCKSTCTGTATT

Jiang e Zhou
(2002)
Desenhado
PJG-R CACCAGACCATTAATCCGTTC pela autora

Barros, B. A.
a-B=(G,CouT);K=(GouT);S=(GouC);N=(A,G,CouT);Y=(CouT);R=(AouG)
°— Primer Forward especifico para determinados potyvirus.

PJG*-F AAACCAGCTAGTGGTGAAGGC

°~ Primer reverso comum a todos os potyvirus.
9-Primer reverso desenhado pela autora Barros, B.A.

Alinhamento das sequéncias de nucleotideos
correspondente a por¢cao N-terminal da
proteina capsidial e analise filogenética

Para o alinhamento foram utilizadas 32 sequéncias de nucleotideos do
gene da proteina capsidial de isolados de JGMV obtidos do NCBI database,
e nossos trés JGMV-Sr isolados brasileiros. Adicionalmente, cinco outras
espécies com outgroups: Sugarcane mosaic virus (SCMV_KR108212.1),
Maize dwarf mosaic virus A (MDMV-A_U07216.1), Zea mosaic virus (ZeMV_
AF228693.1), Pennisetum mosaic virus (PenMV_JX070151.1), e Sorghum
mosaic virus (SrMV_KM025045.1). As sequéncias obtidas do NCBI database
possuiam a ORF completa da proteina ou pelo menos 700 pb de comprimento.
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Os alinhamentos foram obtidos e conferidos usando o ClustalOmega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/) e MUSCLE (executado no MEGA7,
Kumar et al., 2016). Comparacao dos pares foi realizada usando SDT v. 1.2
(Muhire et al., 2014).

Reconstrugao filogenética realizada por meio do MEGA7 (Kumar et al.,
2016) baseada no método Neighbor-Joining (Saitou; Nei, 1987). As distancias
evolucionarias foram computadas usando o método Kimura 2-parameter
(Kimura, 1980). A arvore foi gerada utilizando o Fig Tree (http://tree.bio.ed.ac.
uk/software/figtree/) e a porcentagem de replicagdes das arvores do teste
Bootstrap (1000) foi mostrada préoximo aos ramos (Felsenstein, 1985).

Resultados e Discussao

Comparacdes entre sequéncias com similaridades no banco NCBI
sequence database (GenBank) nos permitiu identificar a espécie Johnsongrass
mosaic virus (JGMV) como mais um agente causal da virose mosaico comum
do sorgo no Estado de Minas Gerais. Os isolados de JGMV, infectando sorgo
granifero e sorgo forrageiro, foram coletados nos municipios de Paracatu e
Felixlandia, respectivamente, ambos em Minas Gerais. Das quatro amostras
coletadas na mesma lavoura de cada local, foi identificado o JGMV em uma
lavoura de Paracatu e em duas de Felixlandia.

As sequéncias do gene e da proteina capsidial dos isolados JGMV-
Sr foram depositadas no GenBank sob os numeros de acesso KY952241,
KY952242 e KY952243.

Na arvore filogenética (Figura 3) é possivel observar que os acessos
brasileiros de JGMV estédo divididos em dois grupos, um composto pelos
isolados JGMV-Sr (KY952241, KY952242 e KY952243), além dos isolados
dos Estados Unidos (U07218.1 e U07217.1), e o outro composto somente
pelos isolados brasileiros JGMV-Fg que infectam forragens (KT833782,
KT289893 e KC333416.1). Adicionalmente, um terceiro grupo composto de
isolados de JGMV da Australia.
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—_
0.050

Figura 3. Arvore filogenética derivada da sequéncia de nucleotideos de 32 isolados
de Johnsongrass mosaic virus (JGMV), mais cinco potyvirus outgroups. A arvore foi
gerada usando MEGA 7 por meio do método neighbor-joining com 1.000 replicages
bootstrap. Os valores de bootstrap sdo mostrados nos internédios, e os numeros
de acesso no NCBI estéo indicados. Os isolados brasileiros deste estudo estdo em
negrito.
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Foram encontradas variagbes distintas entre os isolados brasileiros
infectando o sorgo (Souza et al., 2017): JGMV-Sr (GenBank KY952241,
KY952242, e KY952243), e os infectando forragens no Brasil (Camelo-Garcia
et al.,, 2016; Silva et al., 2016): JGMV-Fg Panicum maximum (GenBank
KT289893) e Pennisetum purpureum (GenBanK KT833782), demonstradas
por meio do sequenciamento de DNA e alinhamento das sequéncias da
proteina capsidial, com percentagem média de identidade de 77,77% e
82.88%, respectivamente.

Aidentidade de nucleotideos dos isolados brasileiros, JGMV-Sr, atende ao
critério para a classificagéo da espécie de potyvirus JGMV pela identidade da
proteina capsidial estar acima de 76-77% (Adams et al., 2012). No Brasil,
tinhamos como agente causal do mosaico comum, em sorgo, apenas O
Sugarcane mosaic virus (SCMV). Entretanto, a partir do estudo de Souza
et al. (2017) tem-se a identificacdo de mais uma espécie de potyvirus,
Johnsongrass mosaic virus (JGMV), como mais um agente causal no Estado
de Minas Gerais. Como mencionado por Shukla et al. (1991), a correta
identificacdo do patégeno é o primeiro passo em direcdo a estudos que
permitam o seu eventual controle.

Conclusoes

A identificacdo de isolados de Johnsongrass mosaic virus infectando
naturalmente o sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) em campo no Estado de
Minas Gerais demonstra a existéncia de mais um agente causal do mosaico
comum em sorgo. Os isolados brasileiros, JGMV-Sr, apresentaram maior
identidade de sequéncia da proteina capsidial com a estirpe de JGMV dos
Estados Unidos, com as quais se agruparam na arvore filogenética. A partir
de entado, além do Sugarcane mosaic virus, tem-se mais uma espécie de
potyvirus infectando e causando mosaico comum em sorgo no Brasil.
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