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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de pastagens é base do sistema de producédo pecuaria brasileiro.
Com a expansdo das pastagens cultivadas e intensificacdo da atividade
pecudria nos ultimos anos, varias doencas de forrageiras comecaram a ter
importancia significativa, especialmente nas regidoes Centro-Oeste e Norte
do Brasil. A ocorréncia de viroses em forrageiras é pouco relatada, sendo
raros os virus que foram detectados infectando naturalmente plantas dos
géneros Stylosanthes e Panicum e que foram identificados a nivel de espécie.
Plantas de Stylosanthes guianensis cv. Mineirao e de Panicum maximum cv.
Mombaca apresentando mosaico foliar tipico de infeccado viral tém sido
observadas em areas experimentais e comerciais de forrageiras no estado do
Mato Grosso do Sul, Brasil. A fim de detectar e identificar possiveis virus
presentes em S. guianensis cv. Mineirdo e de P. maximum cv. Mombaca,
amostra de folhas com sintomas tipicos de infecgéo viral foram analisadas
por Microscopia Eletronica de Transmissdao e por Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

2. MATERIAL, METODOS & RESULTADOS

2.1. Inclusdes citoplasmaticas indicam
viral em Stylosanthes guianensis cv. Mineirdo.

infeccao

Plantas de Stylosanthes guianensis
cv. Mineirdo apresentando mosaico
foliar e manchas cloréticas tipicos de
infeccao viral (Figura 1) tém sido
observadas em areas experimentais e
comerciais de forrageiras no Mato
Grosso do Sul. A fim de investigar a
possivel presenca de virus associada
ao mosaico, amostras de folhas
sintomaticas de S. guianensis cv.
Mineirdo foram observadas ao

Figura 1. Stylosanthes guianensis cv.| Microscopio Eletréonico de
Transmissao.

Mineirdo sintomatico. Mosaico Foliar.

Para tanto, amostras de folhas
sintomaticas foram fixadas
utilizando-se gluteraldeido 2%,
paraformaldeido 2% e
tetr6xido de 6smio1%,
contrastadas com acetato de
uranila 0,5%, desidratadas em
concentracdes crescentes de
acetona e incluidas em resina
tipo Spur. Ao Microscoépio
Eletronico de Transmissao,
encontraram-se inclusdes
citoplasmaticas em *“agulhas” | & '~ - & '

2.2. Inclusbes citoplasmaticas e amplificacdo por
RT-PCR indicam infeccdo por potyvirus em Panicum
maximum cv. Mombaca.

Algumas plantas
A Panicum maximum
cv. Mombaca
apresentando
mosaico foliar
] caracteristico de
infeccdao viral
| (Figura 3A) tém
sido observadas
tanto em areas
|l experimentais
como em areas
comerciais de
pastagens no Mato
A. Mosaico foliar. B. InclusGes citoplasmaticas em forma de] Grosso do Sul.

.h?-fit‘_i ? ._ f'. T

i - - £

o o

“catavento” (indicadas por setas). Para investigar a

possivel presenca de virus associada ao mosaico, amostras de folhas
sintomaticas de P. maximum cv. Mombaca foram processadas e observadas
ao Miscroscopio Eletronico de Transmissdo, como descrito para amostras de
S. guianensis cv. Mineirdo (Figura 2). Nestas amostras de P. maximum cv.
Mombaca, observaram-se inclusdes citoplasmaticas em forma de
“catavento” (Figura 3B), tipicas de infeccdo por potyvirus.

pb A fim de confirmar a presenca de
g potyvirus por RT-PCR, RNA total de

-y folhas sintomaticas de P. maximum cv.

- Mombaca foi extraido usando-se

. tiocianeto de guanidina, extracdo

- protéica com fenol:clorofémio,

- precipitacio de RNA com etanol e

- acetato de sddio e ressuspensdo em

agua. Para a primeira etapa da RT-PCR,
RNA total extraido das folhas
sintomaticas foi usado como molde na
sintese de cDNA utilizando-se o primer
M14 (universal para deteccdao de
potyvirus). O cDNA sintetizado foi usado
como molde na segunda etapa da RT-
250 m PCR e amplificado pelos primers M14 e
: Py11 (universais para deteccdo de

‘ potyvirus) em 1 ciclo de desnaturacao a

94°C/ 3 min., seguido por 30 ciclos de

(Figura 2), sugerindo infeccé@o |Figura 2. Stylosanthes guianensis cv. Mineirdo
viral por familia ainda nao [sintomatico. Inclusées citoplasmaticas em

desnaturacdo a 94 °C/ 1 min.,
Figura 4. Panicum maximum cv.| anelamento a 47 C/ 1 min. e extensdo a
Mombaca sintomatico. Amplificacdol 72°C/ 1 min., com extenséo final a 72°C/
por RT-PCR (direita) de banda 7 min. Através da RT-PCR foi
indicativa de potyvirus (indicada pela e ge
amplificado um fragmento especifico de

seta). Marcador de massa molecular > L
(esquerda): 1Kb ladder (Promega).| cerca de 800 pb (Figura 4) indicativo de

identificada. formade “agulha” (indicadas por setas).

pb = pares de base . infeccédo por potyvirus.

3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Em amostras coletadas em campos experimentais e comerciais no Mato Grosso do Sul, ha indicios de infeccdo de Stylosanthes guianensis cv. Mineirdo por
virus de familia ainda nédo identificada e indicios de infeccdo de Panicum maximum cv. Mlombaca por potyvirus.

e Nestas amostras de S. guianensis cv. Mineirdo e P. maximum cv. Mombaca sintomaticos, serdo realizados: (i) identificacao das espécies virais por
sequenciamento de fragmentos especificos de RT-PCR/ PCR, (ii) sequenciamento do genoma completo dos virus encontrados, (iii) identificacdo dos vetores e

(iv) determinacao da gama de plantas hospedeiras.

¢ As investigac6es aqui relatadas sdo relevantes no contexto dos programas de melhoramento de forrageiras, no que tange a futura selecdo de genétipos com

resisténcia a virus.
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