A

UNIVERSIDADE DE PASSC FUNDQ

UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

FLUTUACAO SAZONAL DE B/CYDV E
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE ISOLADOS DE
BYDV-PAV

GABRIELA PARIZOTO

Dissertagdo apresentada ao Programa
de Pds-Graduagdo em Agronomia da
Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterindria da Universidade de Passo
Fundo, para obten¢do do titulo de
Mestre em Agronomia — Area de
concentracdo em Fitopatologia.

Passo Fundo, margo de 2011



‘L UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
‘ P F FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

NERS A3 O 2650 P NS

doe
PROGRAMA DE P()S-GRAI!UAC;\O EM AGRONOMIA ppgAgro
AREA DE CONCENTRACAO EM FITOPATOLOGIA

AenonomIA

A Comissao Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertagao.

“Flutuagéo sazonal de B/CYDV e caracteristicas biolégicas de isolados de BYDV-PAV"

Elaborada por

GABRIELA PARIZOTO

Como requisito parcial para a obtencéo do grau de Mestre em
Agronomia - Area de Fitopatologia

Aprovada em: 30/03/2011
Pela Comissao Examinadora

R
AT I b

Dra./Jurema Schons

Presidente da Comissao Examinadora

Orientadora

Embrapa Trigo
Co-orientador

ety
Dr. Jo$é& Roberta/Salvadori
FAMVIUPF

Dr? Hélié Carlos Rocha

Diretor FAMV

Dra. Graciela Truol
IFFIVE/INTA, Argentina



UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO )
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

FLUTUACAO SAZONAL DE B/CYDV E
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE ISOLADOS DE
BYDV-PAV

GABRIELA PARIZOTO

Orientador: Prof. Dra. Jurema Schons
Co-orientador: Dr. Douglas Lau

Dissertagdo apresentada ao Programa
de Pds-Graduagdo em Agronomia da
Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterindria da Universidade de Passo
Fundo, para obten¢do do titulo de
Mestre em Agronomia — Area de
concentracdo em Fitopatologia.

Passo Fundo, margo de 2011



v
“Mesmo que o trabalho iniciado ndo de resultados imediato

....... O processo lento é mais seguro”

Aos meus pais, Voloi e
Carmem e aos meus
irmdos Daniela e Mateus
pelo amor e permanente
incentivo.

DEDICO E OFERECO



AGRADECIMENTOS

A Deus...

“Desde o inicio de minha caminhada - Tu estavas comigo.
Dias e noites se passaram; vitérias foram conquistadas; derrotas
foram superadas; amizades foram criadas; conhecimentos
foram adquiridos...

E agora que alcancei meu objetivo,

Louvo-te, Agradeco-te e
ofereco humildemente a vida, o amor, a
felicidade, enfim, a vitéria deste momento

Obrigado Senhor.”
Aos Pais...

“A vocés, que me deram a vida e me ensinaram a vivé-la
com dignidade, ndo bastaria um obrigada.

A vocés, que me iluminaram os caminhos obscuros com
afeto e dedicagdo, para que os trilhdssemos sem medo e cheios
de esperanca, ndo bastaria um muito obrigado.

A vocés, que se doaram inteiros e renunciaram seus
sonhos, para que, muitas vezes, pudesse realizar os meus nao

bastaria um muitissimo obrigado.



Vi

A vocés pais por natureza, por opcao e amor, nao
bastaria dizer que ndo tenho palavras para agradecer tudo
isso... se pudesse fazé-los eternos... Eternos os fariamos.
A vocés, ndo mais que com justica,

Dedico esta vitéria”.

Aos Mestres e Orientadores...

A minha orientadora Dra. Jurema Schons, pela orientagao,

incentivo, compreensdo e confianga depositada.

Ao co-orientador Dr. Douglas Lau, pela sua disponibilidade e
acompanhamento exercido durante a execucdo do trabalho,

permanente incentivo e paciéncia nas horas de incerteza.

Aos orientadores os maiores e mais sinceros agradecimentos
pela orientagdo, colaboracdo e seus conhecimentos repassados

durante todo o desenvolvimento do trabalho.

Aos amigos...

As pessoas que sempre estiveram ao meu lado,
torcendo por mim, me ajudando, colegas e a equipe do
laboratoério de Fitovirologia da UPF e Laboratorio de

Entomologia da Embrapa Trigo Aos funcionarios da Embrapa



vii
Trigo (Egidio, Eduardo, Alcibaldo, Elias, Geraldo e Volmar)
pela amizade e por toda a ajuda e disponibilidade de tempo e
auxilio na execucdo dos trabalhos.
Agradeco aos amigos e colegas (Aveline Avozani,
Adriane Rebonatto, Marcoandre Savaris, Silvana Lampert,
Talita Mar, Gabriela Bessegato Arsego e Vania Bianchin)

agradeco pelo apoio, pelas conversas e convivio.

Outros agradecimentos

A Universidade de Passo Fundo, aos seus professores e

funcionarios pela oportunidade de realizar o curso.

A CAPES pela concessio da bolsa viabilizando os

estudos.

A Embrapa Trigo de Passo Fundo/RS pela oportunidade

de realizar os experimentos em suas dependéncias.

Aos funcionarios da Entomologia e da casa de apoio da
Embrapa Trigo que contribuiram para a realizacdo deste

trabalho.

Aos professores do Programa de Pés-graduacdo em

Agronomia, pelos ensinamentos e disponibilidade.

Ao CNPq e CAPES/Fapergs pelo auxilio financeiro.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS......ooiiieee e
LISTA DE FIGURAS. ..ot

ABSTRACT ...ttt
1 INTRODUGCAO. ...
2 REVISAO DE LITERATURAL........coovioieeeeeeeeeeeeeeeeee
2.1 Importancia econdmica de trigo € aveia.........cceevveeevveennnen.
2.2 Barley/Cereal yellow dwarf virus..............................
2.2.1 TaXONOMIA.....ceeeuiieeiriesiiieeitieeeeeeereeeieeeeeaeeeeaeee e
2.2.2 Ocorréncia de B/CYDV.....oooviioiiiiiieeeeeieeeee,
2.3 Interag@o virus — hospedeiro.........ocveevveeeceieeiieeieeeeen
2.3.1 Gama de hoSpedeiros........cceeevveeereeeeciieeiee e
2.3.2 Sintomatolo@ia..........ccveeeevieeriie e
2.4 Transmissao € diSSemMINACAO. ........ccuveeeeeerreeeeeiirieeeeiireeeeenee
2.4.1 Relagdo B/CYDV — Afideos......ccoovuieeieciiiiieiieee,
CAPITULO 1
FLUTUACAO SAZONAL DE BARLEY/CEREAL YELLOW
DWARF VIRUS
RESUMO ...ttt
ABSTRACT ...ttt e
1 INTRODUGCAO. ...,
2 MATERIAL E METODOS.. ...t it
2.1 Local de eXeCUGAOD........cceevviiieeiiiee e
2.2 Coletas de afideos........cevveveieiinierieeceseeeee e
2.3 Coletas de plantas...........ccceeveieieeeeneneeieeeseeee e
2.4 DAS-EIISA....ciiiiieeiiie ettt
2.5 Varidveis analisadas...........ccceeeveeeiiienieienie e
2.6 Analise estatiStiCa........ccvrvrveeriiieeiiieeiie et
3 RESULTADOS E DISCUSSAO......ccovniiiiiineieinieneieeeene.
3.1 Amostragem de VELOTES........ccueevvvieeriieeiiieeireeieeesieee e
3.2 Amostragem de plantas............ccceevveeeiiieniiieniiieiieeee e
4 CONCLUSOES. .....cottiiiaiiiiiiiiie e,
CAPITULO II
CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE ISOLADOS DE
BYDV-PAV DE REGIOES PRODUTORAS DE CEREAIS DO
BRASIL

viil

47
49
51
53
53
54
55
55
57
57
57
57
68
73



X

RESUMO ...ttt ettt e 74
ABSTRACT ...t 76
1 INTRODUGAO. ..., 78
2 MATERIAL E METODOS.......covimieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseees 80
2.1 Local de eXECUGAD.......covuiierieeeiie e et e 80
2.2 AfIACOS. . eeeceeiieeeiieeetie et 81
2.3 Material vegetal.......c.ccoovieeiiieeeiie e 82
2.4 1S01ad0S VITAIS....cecviiesiieeeiieeeiieeeeeeieee e e eeveeeeaeeesaae e s 82
2.5 Produgo de nOculo.........ooooeviiiiiiiiiiieieeeee e 87
2.6 Determinagoes da efici€éncia de transmissao e
PAtOZENICIAAAE. .. ccevie e e 88
2.7 Delineamento experimental.............ccccoeeeveeeiereieeenneennnen. 89
2.8 Varidveis analisadas...........ccceeveieeiiienieeecie e 90
2.9 Analise EStatiStiCa........ccceeeereeiueieeieieiiie e e 90
3 RESULTADOS E DISCUSSAO.......c.coooiieeeeeeeeeeeeen. 91
3.1 TranSMISSA0.....cccuvieeieeeeeieeeitieeerie et eeeeaeeesae e e saae e eeeenns 91
3.2 Patogenicidade..........coovuveeeiiieiie e 100
4 CONCLUSOES. . ..ottt e, 106
5 CONSIDERACOES FINAIS.......oiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee . 107
REFERENCIAS ...ttt 108
ANEXOS ...t 123
ANEXOS Tt 124
ANEXOS 2.t 124
ANEXOS 3.ttt . 125
ANEXOS 4.ttt . 125

ANEXOS 5. 125



LISTA DE TABELAS
Tabela Pagina
REVISAO DE LITERATURA
1 Espécies de B/CYDV transmitidas pelos afideos
mais importantes dos Cereais. ........ceoueeueereeneennne 43
CAPITULO 1
1 Afideos coletados (percentual por espécie),
agrupados por trimestre, independente do 61

hospedeiro, Coxilha — RS, 2009/2010.................

2 Frequéncia relativa das espécies de afideos e
percentual de individuos viruliferos.................... 67
CAPITULO 2
1 Procedéncia e hospedeiro de origem dos
isolados virais caracterizados...........ccceceveeeennen. 85
2 Comparativo entre percentuais de transmissio

pelas principais espécies vetoras em 1972

ETIZ0 . et eeee ettt 95

Percentagem média de plantas com sintomas de
BYDV-PAV nas trés avalia¢des realizadas em
tTIZ0 € AVEIA..uuvieiiereeeiieeeriieeeireeeieeeneeeeereeeenaeenns 101



LISTA DE FIGURAS
Figura
REVISAO DE LITERATURA
1 Representagdo diagramatica das etapas do processo

de aquisicdo e transmissdo de particulas virais do
virus causador do nanismo amarelo em cereais.
Particulas virais adquiridas junto com a seiva
elaborada migram pelo aparelho digestivo, hemocele
e se acumulam na glandula salivar acessoria (GSA)

de onde podem ser injetadas em uma nova planta
(GILDOW & GRAY, 1993)...coiiiiieiiieeeee e

CAPITULO 1

1

Ocorréncia de espécies de afideos no periodo de
janeiro de 2009 a julho de 2010, Coxilha — RS............

Percentual de afideos por espécie coletada durante
todo o periodo amostrado (janeiro de 2009 a julho de
2010) em Coxilha, RS.......cooviiiiiieieeeeeee,

Percentual de afideos viruliferos coletados entre
janeiro/2009 e julho/2010........cceevvieeeiieeiieeeeeeiee

Relacdos entre o percentual total de ocorréncia de
espécies e percentual de afideos infectados para cada
espécie. A) R. padi viruliferos; B) S. avenae
VITUHTETOS. .o

Percentual de espécies de BYDV coletadas na area
experimental da Embrapa - Trigo, Coxilha-RS no
periodo de julho de 2009 a agosto de 2010.................

Percentual de plantas soropositivas coletadas na area
experimental da Embrapa-Trigo, Coxilha - RS no
periodo de julho de 2009 a agosto de 2010.................

X1

Pagina

45

58

59

63

65

68

69



Percentual de plantas e afideos viruliferos coletados
de julho de 2009 a julho de 2010 em Coxilha-RS.......

CAPITULO 2

1

Mapa dos pontos de coleta de plantas com sintomas
de B/CYDV em diferentes localidades de regides
produtoras de cereais de inverno do Brasil..................

Etapas dos testes de transmissao e patogenicidade.....

Estimativa da eficiéncia de transmissdo de isolados
de BYDV-PAV por espécies de afideos vetores.
Média dos 35 isolados analisados em trigo e

Eficiéncia de transmissdo, por isolado, em trigo por
cinco espécies de afideos vetores........cccovveeevvreeneennen.

Eficiéncia de transmissdo por isolado, em aveia, por
cinco espécies de afideos vetores........cooovveevveerneennen.

Sintomas causados por Barley yellow dwarf virus —
PAV em plantas de aveia e trigo. A) Planta de aveia
exibindo sintomas tipicos de avermelhamento e
enrijecimento do limbo foliar, com folha lanceolada.
B) Sintomas em plantas de trigo, a frente plantas
infectadas exibindo reducdo da massa foliar e de
estatura, atrds, plantas controle, sem infec¢do

Relacdo entre percentual de plantas de trigo e aveia
COM SINEOMMAS. ....vveenieeniteetee et ettt ettt et e seee e e

Valores referentes a diferenca entre trigo e aveia
quanto ao percentual de plantas com sintomas 30
dias apos a inoculagdo, a partir de dados referentes
a0 vetor mais efiCiente..........cooveviiiiiinic i

Xil

71

83

89

93

98

929

101

102



10

11

Valores referentes a diferenca entre trigo e aveia
quanto ao percentual de plantas com sintomas 45
dias apos a inoculagdo, a partir de dados referentes
a0 vetor mais eficiente.........ccoeveerieiiieiienieie e

Diferengas entre as médias do DAS-Elisa dos 35
isolados analisados pelo Teste T........ccccccevvveecieennenns

Correlagdo entre valores obtidos por DAS-Elisa para
trigo e aveia, considerando o vetor mais eficiente.......

Xiii

104

105



14

FLUTUACAO SAZONAL DE B/CYDV E
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE ISOLADOS DE
BYDV-PAV

GABRIELA PARIZOTO'

RESUMO - A virose, conhecida como nanismo amarelo da cevada,
causada por espécies de Barley yellow dwarf virus - BYDV e Cereal
yellow dwarf virus - CYDV ¢ considerada a mais frequente e
economicamente impactante virose dos cereais de inverno, reduzindo a
producdo em cultivos no mundo todo. Espécies de BYDV e CYDV
sdo transmitidas por diversas espécies de afideos (Hemiptera,
Aphididae) e sdo capazes de infectar mais de 150 espécies de plantas
dentro da familia Poaceae. Entre as espécies de BYDV e CYDV,
BYDV-PAV predomina na maioria das regides produtoras do mundo,
inclusive nas regides triticultoras brasileiras. Sendo assim, esse trabalho
teve como objetivo obter dados de frequéncia das populagdes virais e
vetoras em campo e analisar atributos biologicos que possam influenciar
na dindmica populacional. O monitoramento da flutuagdo temporal da
populacdo de espécies virais de B/CYDYV foi realizado através de coletas
semanais de afideos vetores no periodo de 01/2009 a 07/2010 e coletas
quinzenais de plantas com sintomas no periodo de 07/2009 a 08/2010
em parcelas de milho (verdo), trigo e aveia (inverno) em Coxilha-RS.
Os afideos foram coletados ao acaso e transferidos individualmente
para plantas de aveia ou trigo (conforme hospedeiro de origem) onde

permaneceram por 10 dias para a transmissdo. Apds 30 dias, as plantas

! Bidloga, mestranda do Programa de Pos-graduacdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia -
gabrielaparizoto@bol.com.br
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foram avaliadas quanto a presenca de sintomas e identificagdo viral,
por DAS-Elisa. O mesmo teste sorologico foi aplicado as plantas
coletadas no campo. A fim de determinar caracteristicas biologicas que
podem ter efeito direto sobre a flutuacdo viral, avaliou-se a capacidade
de 35 isolados de BYDV-PAV, obtidos em regides produtoras
brasileiras (populacdo 2007/2009) quanto a patogenicidade a dois
hospedeiros (Triticum aestivum L. e Avena strigosa Schreb) e
eficiéncia de transmissdo por afideos vetores (Rhopalosiphum padi,
Sitobion avenae, Schizaphis graminum, Metopolophiun dirhodum e
Sipha maydis). Inocularam-se 20 plantas para cada combinacdo
isolado x planta hospedeira x vetor, utilizando trés afideos por planta
(aquisi¢ao de 48h; transmissdo de 72h). O diagndstico de transmissao
e infecg¢do positivos foram realizados por avaliagdo de sintomas 15, 30
e 45 dias apos a transmissdo e por DAS-Elisa (30 dias). Dos 739
afideos coletados, 12,7% transmitiram B/CYDV, sendo que deste total
R. padi constituiu 92,5% e S. avenae 7,5 %. Das espécies virais
transmitidas por R. padi, 97,7% foram BYDV-PAV, 2,3% CYDV-
RPV e 2,3% BYDV-MAV em infec¢do mista com BYDV- PAV.
Individuos da espécie S. avenae coletados transmitiram apenas
BYDV-PAV. Das 625 amostras de plantas coletadas, 65,8%
apresentaram-se infectadas com BYDV-PAV (aveia e trigo) e 0,48%
com BYDV-MAYV (aveia) em infeccdo mista com BYDV-PAV. Tanto
nas amostragens de plantas quanto de afideos, BYDV-PAV foi a
espécie predominante, sendo detectada em aveia e trigo e nos vetores
R. padi e S. avenae. Todos os isolados foram transmitidos por R. padi
(94,3%), seguido de S. avenae (76,1%) e M. dirhodum (63,4%).

Nenhum dos isolados foi transmitido por S. graminum e S. maydis.
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Todos os isolados foram capazes de infectar aveia e trigo. A alta
eficiéncia de transmissdo por trés espécies de afideos (de inicio e final
de ciclo da cultura do trigo) e a patogenicidade ao trigo e a aveia sdo

atributos que podem contribui para a prevaléncia de BYDV-PAV.

Palavras-chave: B/CYDV, vetor, Luteoviridae, Rhopalosiphum padi.
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SEASONAL FLUCTUATION OF THE B/CYDV AND
BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ISOLATES OF
BYDV-PAV

GABRIELA PARIZOTO

ABSTRACT - The viral disease known as yellow dwarf disease,
caused by species of Barley yellow dwarf virus - BYDV and Cereal
yvellow dwarf virus - CYDV 1is considered the most frequent and
economically significant virus of winter cereal crops, reducing
production throughout the world. Species of BYDV and of CYDV are
transmitted by diverse species of aphids (Hemiptera, Aphididae) and
they are capable of infecting more than 150 species of plants within
the Poaceae family. Among the species of BYDV and CYDV,
BYDV-PAV predominates in most of the producing regions of the
world, including the Brazilian wheat growing regions. Therefore, the
objective of this study was to obtain frequency data of the viral and
vector populations in the field and to analyze biological attributes that
may influence the population dynamic. Monitoring of the temporal
fluctuation of the population of B/CYDV species was performed
through weekly collections of vector aphids in the period from
01/2009 to 07/2010 and collections every two weeks of plants with
symptoms in the period from 07/2009 to 08/2010 in corn (summer),
and wheat and oats (winter) plots in Coxilha-RS. The aphids were
collected at random and individually transferred to oat or wheat plants
(in accordance with the host of origin) where they remained for 10
days for transmission. After 30 days, the plants were evaluated in

regard to the presence of symptoms and viral identification through
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DAS-ELISA. The same serological test was applied to plants collected
in the field. So as to determine biological characteristics that may have
a direct effect on viral fluctuation, the capacity of 35 BYDV-PAV
isolates, obtained in the Brazilian producing regions (population
2007/2009), for infecting two hosts (7riticum aestivum L. and Avena
strigosa Schreb) and the efficiency of transmission by aphid vectors
(Rhopalosiphum  padi, Sitobion avenae, Schizaphis graminum,
Metopolophiun dirhodum and Sipha maydis) were evaluated. Twenty
plants for each combination isolate x host plant x vector were
inoculated, using three aphids per plant (acquisition of 48h;
transmission of 72h). The positive diagnosis of transmission and
infection were performed by evaluation of symptoms 15, 30 and 45
days after transmission and by DAS-ELISA (30 days). Of the 739
aphids collected, 12,7% transmitted B/CYDYV, such that of this total R.
padi constituted 92,5% and S. avenae 7,5 %. Of the viral species
transmitted by R. padi, 97,7% were BYDV-PAV, 2.3% CYDV-RPV
and 2.3% BYDV-MAV in mixed infection with BYDV-PAV.
Individuals of the species S. avenae collected transmitted only BYDV-
PAV. Of the 625 plant samples collected, 65,8% were infected with
BYDV-PAV (oats and wheat) and 0,48% with BYDV-MAYV (oats) in
mixed infection with BYDV-PAV. Both in sampling of plants and
aphids, BYDV-PAV was the predominant species, being detected in
oats and wheat and in the vectors R. padi and S. avenae. All the
isolates were transmitted by R. padi (94,3%), followed by S. avenae
(76,1%) and M. dirhodum (63,4%). None of the isolates were
transmitted by S. graminum and S. maydis. All the isolates were

capable of infecting oats and wheat. The high transmission efficiency
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by three species of aphids (from beginning and end of the wheat crop
cycle) and the pathogenicity to wheat and oats are attributes that may

contribute to the prevalence of BYDV-PAV.

Key words: B/CYDV, vector, Luteoviridae, Rhopalosiphum padi.
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1. INTRODUCAO

O nanismo amarelo da cevada € considerada a mais
frequente e economicamente impactante virose dos cereais de inverno
(PLUMB, 1983), sendo um fator limitador da producdo de graos no
Brasil e no mundo (LISTER & RANIERI, 1995; CASA et al., 2000).

Este patossistema ¢ composto de trés elementos biodticos: o
virus, o vetor e o hospedeiro, os quais se influenciam mutuamente e
sofrem efeitos de fatores do meio ambiente (IRWIN & THRESH,
1990). Os virus constituem um complexo composto por espécies de
Barley yellow dwarf virus — BYDV e Cereal yellow dwarf virus -
CYDV pertencentes a familia Luteoviridae (LISTER & RANIERI,
1995), cuja classificagdo considera especificidade de transmissdo pela
espécie vetora (ROCHOW et al.,, 1969), citopatologia em plantas
hospedeiras (GILL & CHONG, 1979), organizagdo do genoma e
comparagdo de sequéncias génicas (MARTIN & D'ARCY, 1995).

As espécies vetoras pertencem a ordem Hemiptera, familia
Aphididae, ¢ comumente sdo denominadas de afideos ou pulgdes.
Estes sdo tidos como os mais importantes insetos sugadores de cereais
e responsdveis pela disseminacdo do B/CYDVs em vdrias partes do
mundo (POWER & GRAY, 1995).

Mais de 150 espécies de plantas da familia Poaceae,
incluindo gramineas cultivadas e plantas daninhas sdo hospedeiras de
B/CYDVs. Cereais voluntarios desempenham papel importante na
epidemiologia dessa virose, por servirem de hospedeiros alternativos,
permitindo a sobrevivéncia do virus e do vetor durante o periodo de

entre safra (IRWIN & TRHESH, 1990).
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Este complexo patossistema ¢ influenciado por varios
fatores que afetam os componentes da epidemia, tais como condigdes
do ambiente (precipitacdo, temperatura, umidade relativa,
fotoperiodo), bem como pelos atributos da populacdo componente
(caracteristicas da populagdo viral, vetora e hospedeira). Como
caracteristicas da populag¢do viral podem ser citados: patogenicidade
das espécies virais as espécies de plantas hospedeiras (gama de
hospedeiros) e agressividade (severidade dos sintomas causados) e
capacidade de transmissdo por distintas espécies de afideos.

Dada a importancia da patologia sdo vastos e historicos os
estudos executados e publicados sobre o tema. Nos principais paises
produtores de cereais, principalmente naqueles de economia
desenvolvida, o conhecimento sobre a diversidade do patogeno, das
suas interagdes com espécies vetoras e hospedeiras € crescente. Nas
condicdes brasileiras os primeiros estudos foram realizados nos anos
1970. Naquela época foram levantadas informagdes sobre as principais
espécies vetoras, gama de hospedeiros, eficiéncia de transmissao,
reacdo de gendtipos de trigo e estimativas de impacto na produgdo
CAETANO, 1972).

O cenario de produgdo de cereais e a epidemiologia da
virose alteraram-se significativamente, no Brasil, desde os primeiros
estudos efetuados a partir de 1970, principalmente com a introdugao
do controle bioldgico que foi um dos fatores a promover a alteragao
nos perfis da populagdo do vetor. A dindmica da populag¢do do vetor e
do virus torna imprescindivel a continua determinagdo das

caracteristicas biologicas da populagdo viral predominante.
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Sendo assim, esse trabalho objetivou obter dados de
frequéncia das populagdes virais e vetoras em campo e analisar atributos
biologicos que possam influir na dindmica populacional do virus. Assim,
foi estudada a flutuagdo temporal da populagdo de espécies virais de
B/CYDV e esta correlacionada com o predominio de vetores ao longo do
ano. Duas caracteristicas bioldgicas que podem ter efeito direto sobre a
flutuagdo viral foram determinadas para de 35 isolados virais obtidos
nas regides produtoras brasileiras, a eficiéncia de transmissdo por cinco
espécies de afideos vetores (Schizaphis graminum, Rhopalosiphum
padi, Sipha maydis; Sitobion avenae; Metopolophium dirhodum) e a
patogenicidade a duas espécies de plantas hospedeiras, trigo (7riticum

aestivum L.) e aveia (Avena sativa L.).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia econémica de trigo e aveia

O trigo ¢ um dos mais nobres alimentos e responde
atualmente por cerca de 30% da produgdo mundial de grios (CONAB,
2010). Além de ser um dos cereais de maior potencial produtivo
(MUNDSTOCK, 1983) ¢ a principal fonte energética na alimentagdo da
populacdo de muitos paises e a segunda cultura em volume de producao
de graos, ficando atrds apenas do milho (ZYLBERSZTAIN et al,
2004).

Nas ultimas cinco décadas, a produg¢do mundial de trigo
cresceu de 200 para mais de 650 milhdes de toneladas/ano. A maior
produtividade média entre os principais produtores de trigo no mundo ¢
da Unido Européia (27 paises), China, India e Estados Unidos, que
representam 67% do total mundial (CANZIANI & GUIMARAES,
2009).

Os paises do MERCOSUL (Brasil, Argentina, Paraguai e
Uruguai) segundo dados da safra 2003, sdo responsaveis por 3,7% da
producdo mundial de trigo (BISOTTO, 2005). Na América do Sul, a
Argentina ¢ o maior produtor desse cereal, estando em quinto lugar na
lista dos maiores exportadores mundiais, com producdo média de 12
milhdes de toneladas anuais (CONAB, 2010). O Brasil nao figura entre
os principais paises produtores de trigo. A participacdo da produgdo no
total mundial costuma oscilar entre 0,5% e 1% (CANZIANI &
GUIMARAES, 2009).
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No periodo 1973 — 78, a area média (2.710.613 ha)
cultivada com trigo no Brasil representou somente 1,18% do total
mundial, que foi de 228.353.000 ha. Devido a pequena area de cultivo e
a baixa produtividade média no periodo, a producdo brasileira foi de
somente 0,63% do total (TOMASINI, 1982).

A regido Sul sempre foi a maior produtora de trigo do pais,
respondendo por mais de 90% do total nacional. No Brasil a érea
cultivada com trigo na safra 2009/2010 foi de 2.428 mil ha, sendo o
Estado do Parand o maior produtor com 1.299,6 mil ha, (53,52% da
area total), seguido do Rio Grande do Sul com 859,8 mil ha (35,41%) e
Santa Catarina com 117 mil ha (4,82%) (CONAB, 2010). Segundo essa
mesma fonte, a média nacional foi de 2.070 kg/ha, 15,7% inferior a da
safra anterior.

Outro cereal que vem se destacando e ocupando espago
como cultura comercial é a aveia, essa que sempre foi uma das
principais culturas utilizadas no Sul do Brasil. As aveias branca (4vena
sativa L.) e preta (Avena strigosa Schreb) sdo cultivadas para producao
de graos, forragem verde, cobertura verde/morta de solo no inverno. O
plantio da aveia preta antecedendo implantagdo de culturas de verdo, no
sistema de semeadura direta, atualmente vem despontando com
finalidade de produgdo de graos.

A aveia branca ¢ um cereal adaptado as mais diferentes
regides edafoclimaticas, cultivada em todos os continentes do mundo
devido ao intenso melhoramento genético e a variabilidade existente,
que confere a esta cultura multiplas formas de utilizagdo

(COMISSAO..., 2006).
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O cultivo deste cereal no Brasil vem crescendo
continuamente em area e rendimento nos ultimos anos, classificando-se,
em 2004, como a sétima cultura em area cultivada (356.000 ha) e a
oitava em producdo de graos (516.000 toneladas), o que corresponde a
um rendimento médio de 1.374 kg.ha™.

Visando a producgdo de graos o cultivo desse cereal esta
concentrado no sul do Brasil, especialmente nos estados do Rio Grande
do Sul, Parana e Santa Catarina (COMISSAO..., 2006), sendo o Rio
Grande do sul o maior produtor, superando Parana, que até 2004
liderava em produtividade (CONAB, 2010).

Através da integragdo lavoura-pecudria, muitos agricultores
do Sul, cultivam aveia-preta (Avena strigosa Schreb) e aveia-branca
(Avena sativa L.) forrageira imediatamente apds a colheita das culturas
de verdo (soja e milho), nos meses de mar¢o a maio, realizam pastoreio
no inverno e colhem forragem verde para conservagao na forma de feno
ou silagem. Estima-se que, atualmente, mais de dois milhdes de ha
estdo sendo utilizados com o cultivo de aveia preta e outras forrageiras,
no periodo de inverno, na integracdo da lavoura com a pecuaria de leite,
no Planalto Sul-riograndense (FLOSS et al., 2007).

O aumento da area de plantio e rendimento no sul do Brasil,
que teve como conseqiiéncia a auto-suficiéncia, ¢ resultado de um
manejo intensivo de solo e estratégias de cultivo, incluindo a aplicagdo
de insumos e uso efetivo de medidas para aumentar a produtividade e
garantir a qualidade dos graos (COMISSAO..., 2006).

A aplicacdo desse manejo intensivo se deve a redugdes
significativas que vinham sendo observadas na produtividade de cereais

de inverno como um todo, causada na maioria das vezes por diversas
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doencas, entre estas as viroses, das quais, o nanismo amarelo € uma das
principais. Devido a sua ampla distribuicdo geografica e gama de
hospedeiros, o nanismo amarelo ¢ reconhecido mundialmente como
uma das principais doengas dos cereais de inverno (D’ARCY &
BURNETT, 1995).

A redugdo na produtividade devido a essa virose pode ser
severa, sendo seus efeitos mais estudados em aveia, trigo e cevada. No
geral, aveia e cevada sdo mais afetadas do que o trigo. A severidade da
doenca ¢ determinada por varios fatores como a suscetibilidade da
cultivar, a agressividade da espécie viral envolvida, época de
inoculacdo, o nimero de vetores envolvidos ¢ as condi¢cdes ambientais
(IRWIN & THRESH, 1990). Embora dificeis de estimar, perdas globais
na produtividade devido a infeccdo natural por este complexo viral,
estas variam entre 11 e 33%, sendo citadas perdas de até 86%. A
relagcdo entre incidéncia da doenca e perdas de produtividade € linear
em trigo e aveia. Um incremento de 1% dessa virose causa redugdo de
produtividade de 20 para 50 kg/ha em trigo e, de 30 a 60 kg/ha em
aveia (MILLER & RASOCHOVA, 1997).

2.2 Barley/Cereal yellow dwarf virus

Os agentes causais do nanismo amarelo em cereais sdo
espécies de virus. Esses sdo patdgenos estruturalmente simples, cujo
acido nucléico ¢ RNA envolto por proteinas virais. O acido nucléico
contém a codifica¢do para as proteinas virais, as quais sdo produzidas

quando o virus inicia seu ciclo no interior de uma célula hospedeira.



27

Os virus sao capazes de induzir a célula vegetal a produzir
inimeras copias de particulas virais capazes de infectar novas células.
Este ciclo ocorre inimeras vezes passando de célula para célula do
organismo hospedeiro, até que, em um evento conhecido como
transmissdo, o virus atinge um novo organismo hospedeiro reiniciando

o ciclo de infeccdo (AGRIOS, 1997).

2.2.1 Taxonomia

O virus agente causal do nanismo amarelo foi originalmente
nomeado de Barley yellow dwarf virus (BYDV) e mais recentemente,
dependendo da espécie viral, também Cereal yellow dwarf virus
(CYDV) (van REGENMORTEL et al., 2000). Tais espécies apresentam
como caracteristicas determinantes particulas icosaédricas, medindo
entre 25-30 nm de didmetro (MILLER & RASOCHOVA, 1997); sio
virus de RNA senso positivo com uma unica fita de 5,5 a 6 kb
(PEDERSEN et al., 2001). A infec¢do viral é restrita ao floema da
planta e a transmissao se da apenas por afideos e ndo mecanicamente
nem por semente, sendo a relagdo virus vetor do tipo persistente
circulativo (MILLER & RASOCHOVA, 1997; HULL, 2002).

O genoma dos membros da familia Luteoviridae contém
cinco (BYDV) ou seis (CYDV) regides abertas de leitura (ORFs — do
inglés Open Reading Frame). Os diferentes géneros dessa familia
diferem ainda nas propriedades bioldgicas, organizagdo gendOmica e

seqiiéncias génicas (MILLER & RASOCHOVA, 1997).
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Atualmente, a organizagdo do genoma e diferengas nas
sequéncias génicas sdo critérios para a taxonomia de virus (MILLER et
al., 1995; van REGENMORTEL et al., 2000).

Originalmente, baseando-se na  especificidade de
transmissdo por afideos vetores foram discriminadas estirpes virais
(ROCHOW, 1969). O critério utilizado foi a designagdo da estirpe pela
letra inicial do nome cientifico da principal espécie do afideo vetor:
RPV transmitida preferencialmente por Rhopalosiphum padi
(Linnaeus); RMV por R. maidis (Fitch); MAV por Macrosiphum
avenae (Fabricius) (reclassificado como Sitobion avenae); SGV por
Schizaphis graminum (Rondani) e PAV tanto por R. padi como por S.
avenae (PEDERSEN et al, 2001). Tais espécies podem ser
identificadas por provas sorologicas (WATERHOUSE et al., 1988).

Segundo van Regenmortel (2002), o Comité Internacional
de Taxonomia de virus, no ano de 2000 apresentou uma nova
classificacdo para o BYDV, permanecendo na familia Luteoviridae e
reclassificado em géneros distintos e em espécies (ndo mais estirpes). O
BYDV-PAV, BYDV-MAV e BYDV-RGV sdo espécies do género
Luteovirus. O BYDV-RPV, antigo subgrupo dois, foi posicionado na
espécie Cereal yellow dwarf virus - RPV (CYDV-RPV) e classificado
em um novo género denominado de Polerovirus. As espécies BYDV-
RMV, BYDV-GPV, BYDV-SGV também pertencem a familia
Luteoviridae, entretanto, ndo estavam, até entdo, classificadas quanto ao
género (van REGENMORTEL et al., 2000).

Entretanto em 2005, conforme Fauquet (2005) o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus, apresentou uma nova

classificacdo para o BYDV, onde apenas, as espécies BYDV-PAV e
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BYDV-MAYV no género Luteovirus, continuam validas, com a inclusao
da espéciec BYDV-PAS. O CYDV-RPV juntamente com uma nova
espécie CYDV-RPS pertencem ao género Polerovirus. O BYDV-RMV,
BYDV-SGV e BYDV-GPV continuam sem classificagdo quanto ao
género (FAUQUET, 2005).

2.2.2 Ocorréncia de B/CYDV

As espécies virais que causam o nanismo amarelo dos
cereais e seus afideos vetores estdo distribuidas no mundo todo. Como
existem diferengas na eficiéncia de transmissdo das espécies virais e de
afideos vetores, a presenga ¢ o predominio de uma dada espécie do
afideo vetor numa determinada regido, pode determinar qual espécie
viral serd predominante (ROCHOW, 1959; D’ARCY & BURNETT,
1995).

Relatada pela primeira vez no inicio da década de 50, na
California (OSWALD & HOUSTON, 1951), esta atualmente presente
em toda a América do Norte, Asia, Europa, América do Sul, Australia e
Nova Zelandia (LISTER & RANIERI, 1995).

Desde entdo, muitos sdo os estudos a respeito do patdogeno
nos paises europeus, produtores de cereais. A ocorréncia de B/CYDV
tem sido detectada em diferentes culturas no sudoeste da Gra-Bretanha,
Franca, Republica Checa, Italia, Espanha. Espécies como BYDV-PAV,
BYDV-MAV e CYDV-RPV sdo relatadas infectando gramineas
cultivadas (trigo, milho, aveia, cevada, centeio), voluntarias e

pastagens. Entretanto, BYDV-PAV tem sido a espécie mais frequente
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(LISTER et al., 1990; SIGNORET, 1990; HENRY & DEDRYVER,
1991; LECLERCQ-LE QUILLEC et al., 1995; POKORNY, 2006).

Espécies de B/CYDV ocorrem em gramineas nativas e
plantas cultivadas em toda a América do Norte. Surtos epidémicos
foram observados em varias regides da América do Norte entre 1984 ¢
1985 e acarretaram perdas significativas devido a ampla abrangéncia.
Em 1990 e década seguinte, no sudeste dos Estados Unidos da
America, onde ha extensas areas cultivadas com trigo, com a expansao
do cultivo de aveia houve aumento no nimero de relatos da virose,
sendo BYDV-PAYV a espécie predominante, embora relatos de CYDV-
RPV também tenham sido comuns (BRIGGLE, 1984; CUNFER et al.,
1994).

Entre 1980 ¢ 1990, B/CYDYV foi considerada a doen¢a mais
prejudicial aos cereais na Austrdlia e Nova Zelandia. Nesses paises a
incidéncia dessa virose varia de acordo com fatores climaticos, havendo
maior ocorréncia em regides mais frias de clima temperado e
precipitacdo pluviométrica elevada (JOHNSTONE, 1995). Na Nova
Zelandia, espécies como BYDV-MAV, BYDV-RMV, CYDV-RPV, ¢
BYDV-PAV foram identificadas (FARRELL & SWARD, 1989),
destas, BYDV-PAV tem sido observada com maior incidéncia em
lavouras de trigo e gramineas perenes (HENRY et al., 1992).

Na China, BYDV atingiu proporg¢des epidémicas entre 1960
até final da década de 70 em uma vasta area de seu territdrio, com
redu¢do na produtividade de trigo estimada em 20-30%. Na China, o
trigo ¢ a principal cultura infectada pelo BYDV-GPV, BYDV-PAV ¢
BYDV-GAV e, menor frequéncia por BYDV-RMV (ZHOU et al.,
1984, 1986, 1987). Espécies como BYDV-DAV, CYDV-RPV e
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BYDV-GPDAYV, também sdo observadas, sendo a espécie BYDV-GPV
predominante (ZHANG et al., 1983).

Na América do Sul, a doenga estd descrita nos principais
paises produtores. A ocorréncia de BYDV na Argentina foi confirmada
em 1978 (ARAYA, 1990). Segundo Truol (2002), sintomas associados
ao nanismo amarelo da cevada foram observados nas regides produtoras
de grdos no nordeste do pais, sendo BYDV-PAV a espécie mais
freqliente.

No Brasil, sintomas tipicos da virose foram observados
desde 1929 em lavouras de cereais de inverno, tendo sua etiologia
estabelecida em 1967 (CAETANO, 1968). A partir de entdo foram
detectados BYDV-PAV, BYDV-MAV ¢ CYDV-RPV (SCHONS &
DALBOSCO, 1999).

2.3 Interacio virus — hospedeiro

Os fitovirus sdo patdogenos de plantas muito estudados
devido ao impacto econdmico que causam em diferentes culturas e
também como modelos e ferramentas de estudo da interagdo planta-
patogeno, devido a sua simplicidade estrutural e facilidade de
manipulacdo. No entanto, a despeito dessa simplicidade (genoma
composto por poucos genes) € dos inimeros estudos realizados, muito
dos mecanismos pelos quais os sintomas das doencas virais sdo gerados
sdo desconhecidos. Muitos avancos foram obtidos com relacdo aos
mecanismos pelos quais as plantas resistem a infec¢do viral (KANG et

al., 2005).
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O processo pelo qual um patéogeno causa doenca em um
dado organismo, dito hospedeiro, é conhecido como patogénese. No
caso dos virus, que nao apresentam metabolismo préprio e que fazem
uso da maquinaria celular, a0 menos trés genes sdo necessarios para
cumprir o ciclo infeccioso. O gene da capa protéica que codifica para
uma proteina estrutural, ou seja, que compdem a particula viral. A
proteina da capa protéica além do papel estrutural de envolver o
material genético pode ter importancia nas etapas de transporte e
transmissdo do virus. Um segundo gene essencial € aquele que codifica
para a proteina que ira multiplicar o material genético do virus, a
polimerase viral. O terceiro gene essencial € o gene que codifica para a
proteina de movimento do virus na planta (HULL, 1989).

Além desses genes essenciais, os virus podem ter genes que
apresentam o papel de neutralizar respostas de defesa de seus
hospedeiros, genes que auxiliam na transmissdo pelo vetor e outros
genes que codificam proteinas especificas para as estratégias de
replicacdo e traducdo das proteinas virais (HULL, 1989).

Os orgaos e tecidos das plantas hospedeiras colonizados
pelos fitovirus podem variar. Muitos virus colonizam as células do
parénquima, enquanto outros ficam restritos a determinados tecidos.
Esse € o caso dos virus do nanismo amarelo que ficam restritos ao
floema de seus hospedeiros (HULL, 1989).

Uma caracteristica bioldgica muito importante dos virus € a
sua gama de hospedeiros. A amplitude da gama de hospedeiros ¢
definida em funcdo da amplitude de conservagdo das vias de infeccdo
adotadas pelo virus em diferentes hospedeiros. Como para cumprir o

ciclo infeccioso, as proteinas virais precisam interagir com as proteinas
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das células hospedeiras, se tais proteinas hospedeiras forem
conservadas em um grande niumero de hospedeiros, existe a chance de
todos estes serem suscetiveis ao virus. A gama de hospedeiros dos virus
¢ variada, e normalmente restrita a determinado nivel taxondmico. No
caso dos virus do nanismo varias espécies de gramineas (familia
Poaceae) sdo suscetiveis ao virus, ndo havendo relatos de individuos

suscetiveis fora dessa familia IRWIN & THRESH, 1990).

2.3.1 Gama de hospedeiros

A importancia do B/CYDV resulta da sua ocorréncia em
diversos continentes, volume de perdas que causa, bem como pelo largo
circulo de hospedeiras entre cereais ¢ gramineas forrageiras (BRUEHL,
1961; CAETANO, 1972).

Isolados de B/CYDV podem infectar plantas
monocotiledoneas, possuindo um numero alto de hospedeiros,
constituido por mais de 150 espécies, pertencentes a familia Poaceae
(MILLER & RASOCHOVA, 1997).

Dentre os hospedeiros cultivados estdo inclusos arroz
(Oryza sativa L.), aveia (Avena sativa L.), cevada (Hordeum vulgare
L.), trigo (Triticum aestivum L.), centeio (Secale cereale L.), milho
(Zea mays L.) e sorgo (Sorghum bicolor L.) (D’ARCY, 1995), bem
como outras gramineas e espécies forrageiras (CAETANO, 1972), que
servem como hospedeiros e podem ter fungdo importante como
reservatorios para o virus (CASA et al., 2000) nos periodos de entre

safra.
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O grande numero de espécies hospedeiras se deve,
principalmente, a grande diversidade de espécies vetoras, com habitos
alimentares diferentes e os mecanismos variados de adaptacdo
desenvolvidos pelos virus para garantir a sobrevivéncia (D’ARCY,
1995).

Na Franga, a epidemiologia do BYDV ¢ caracterizada
principalmente pela alternancia de vetores e virus entre os hospedeiros
de verdo (principalmente milho) e hospedeiros de inverno
(principalmente de cevada e trigo). No inicio do outono, pulgdes
alados, potencialmente vetores, saem do milho e infestam cereais de
inverno na fase de plantula. Durante a primavera, esses afideos,
potencialmente vetores, deixam a cevada e o trigo, em estadio mais
avangado e migram para a cultura de milho. No final do verdo, a
multiplicacdo desses afideos no milho conduz a grandes populagdes
de vetores, especialmente Rhopalosiphum padi (HAACK et al., 2002).
Ainda, gramineas forrageiras como capim bromo, panasco, festuca,
capim italiano e azevém perene, preponderantes na agricultura do
pais, tém sido relatadas como hospedeiras importantes em funcdo do
seu papel como reservatorios desse virus (BYDV) e seus afideos
vetores. A incidéncia de BYDV nesses hospedeiros varia de 6 a 80%
dependendo da espécie hospedeira (HENRY & DEDRYVER, 1991).

No estado de Indiana (Estados Unidos da América),
Fargette et al. (1982) realizaram um estudo com espécies de forrageiras
perenes e algumas anuais a fim de observar a possibilidade das mesmas
estarem servindo como reservatério do BYDV que passaria a causar
doenca mais tarde na cultura do trigo. Confirmando a hipotese, 50% das

plantas analisadas estavam infectadas pelo virus.
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Comas et al. (1993) detectaram em plantas de milho
coletadas no Nordeste da Espanha a presenga de espécies de Barley
yellow dwarf virus, evidenciando a importancia dessa cultura como
reservatorio de BYDV.

A ocorréncia de virus da familia Luteoviridae em
gramineas anuais ¢ milho foi relatada na regido sul da Republica
Checa. Tanto plantas de milho como espécies de ervas daninhas
coletadas (Echinochloa crusgalii, Setaria pumila e Phalaris
canariensis) apresentaram-se infectadas com a espécie BYDV-PAV.
A ocorréncia deste patogeno nessas plantas variou de acordo com a
localidade e o ano da amostragem, sugerindo que o milho e espécies
de ervas daninhas anuais no sul da Morévia podem servir como uma
importante fonte de virose para cereais de inverno, pois estas espécies
atuam com "ponte verde" para esta espécie de virus (POKORNY,
20006).

No Reino Unido, em geral, algumas evidéncias empiricas
sugerem que os problemas causados por BYDV sdo maiores apos dois
anos consecutivos de invernos suaves com verdo umido intercalando-
os. O primeiro inverno ameno propicia elevada propor¢do de clones de
R. padi no ano seguinte. O inverno ameno favorece maior colonizacdo e
multiplicacdo dos afideos. Com a ocorréncia de verdo umido, ha
abundante fornecimento de gramineas de boa qualidade suprindo a falta
de hospedeiros para os afideos, entre a secagem de uma cultura e
emergéncia da proxima, servindo de reservatorio do virus e dos vetores
nesse periodo critico. Um segundo inverno ameno permite uma grande

dispersdo dos afideos, potencialmente vetores para as lavouras
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cultivadas, tornando-se assim um grande problema (HARRINGTON,
2002).

Nas condigdes Sul - brasileiras, durante o outono e
primavera os afideos migram de gramineas infectadas, transmitindo o
virus. Como diversas gramineas sdo hospedeiras do virus, estas podem
atuar como reservatérios da populagdo viral ao longo do ano. Pela
extensdo de cultivo, nas condi¢des brasileiras, a aveia e o trigo sdo
importantes hospedeiros. O plantio antecipado da aveia, especialmente
aveia preta em relacdo ao trigo pode determinar uma expansdo da
populacdo de vetores viruliferos aptos a transmitir o virus para o trigo,
sobretudo porque a aveia preta ¢ uma boa multiplicadora do virus

(LAU et al., 2008).

2.3.2 Sintomatologia

Os sintomas do BYDYV variam de acordo com a cultivar, a
idade da planta, a espécie do virus, o tempo de infec¢do, o numero de
afideos presentes e as condigdes ambientais (BURNETT &
MEZZALAMA, 1983).

Os sintomas s3o resultantes da alteracdo da translocagdo
normal ocorrida nos tecidos, devido ao comprometimento dos vasos
condutores em fungdo da infeccdo viral (CAETANO, 1972). Por ser
um virus restrito ao floema da planta hospedeira, o dano mais evidente
ocorre nos vasos desse sistema condutor (CASA et al, 2000). As
alteracdes fisiologicas ocorrem no inicio da infeccdo antes que os

sintomas sejam visiveis, primeiramente nas c€lulas dos tubos crivados
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onde ocorreu a inocula¢do do virus, estendendo-se depois as células
adjacentes (ESAU, 1967; FIGUEIRA, 1997).

O floema apresenta varios graus de degenerescéncia
variando conforme a espécie hospedeira, o estadio em que a planta ¢
infectada e ainda entre folhas novas e velhas dentro de uma mesma
planta (ESAU, 1967; FIGUEIRA, 1997). Nao ha evidéncias que o virus
altere o desenvolvimento dos tecidos do floema, mas ele causa morte ou
colapso da célula depois do desenvolvimento. Conforme Caetano
(1972) ¢ bastante provavel que sintomas resultem do impedimento da
translocacdo da seiva elaborada.

Plantas infectadas apresentam maior nimero de células na
folha ao invés de aumento no tamanho das mesmas, o que explica
provavelmente o espessamento das folhas, necroses localizadas que
interrompem a continuidade do mesofilo que dao origem a bordas
serrilhadas e; células com desenvolvimento desigual ocasionando
ondeamento no limbo foliar (CAETANO, 1972).

Os maiores danos sdo identificados quando o virus ¢
inoculado na fase de plantula, ou seja, nos estadios iniciais de
desenvolvimento das plantas (CASA et al., 2000), mas ¢é possivel
também identificar sintomas fortes em plantas infectadas em um estadio
mais avan¢ado quando inoculadas com alta carga viral (CAETANO,
1972).

Os sintomas causados pelo BYDV sdo caracteristicos por
causar reducdo drastica na estatura das plantas infectadas, devido ao
encurtamento dos entrendés (D’ARCY, 1995) e redug¢do no teor de
clorofila das folhas, passando essas, a apresentar cores amareladas ou

avermelhadas quebradigas e mais eretas (FIGUEIRA, 1997).
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Os efeitos mais dréasticos do BYDV nas plantas sao
observados nas raizes, no periciclo e nas células parenquimatosas do
floema perto dos tubos crivados, onde sdo observadas mudangas
degenerativas consideraveis (ESAU, 1967; FIGUEIRA, 1997).
Portanto, plantas infectadas podem apresentar ainda um sistema
radicular menos desenvolvido em relagdo as plantas sadias
(FIGUEIRA, 1997). Com isso as raizes exploram um volume menor de
solo, tornando-as suscetiveis a variagdo de umidade e a estresses
hidricos (CAETANO, 1972). Nas espigas, pode causar a esterilidade
basal, apical ou em alguns casos total, reduzindo o nimero e o peso das
espigas (FIGUEIRA, 1997).

Os sintomas induzidos por BYDV s3o muitas vezes dificeis
de distinguir dos sintomas causados por outros agentes fisiologicos
(MILLER & RASOCHOVA, 1997), podendo esse ser confundido com
deficiéncia nutricional, como de nitrogénio e de fésforo, ou com
disturbios fisioldégicos como, estresse hidrico devido a encharcamento
do solo (WATKINS & LANE, 2003). Esse fenomeno ¢ observado na
cevada aonde ocorre amarelecimento que comeca nas extremidades e
nas margens das folhas e se estende rapidamente a folha toda. Sintoma
esse que pode algumas vezes ser confundido com deficiéncia de
nitrogénio (CAETANO, 1972).

Dependendo da época da infeccdo, a maioria das variedades
sofre redu¢do no nimero de perfilhos que pode ocorrer por falta de
desenvolvimento dos mesmos, quando a infec¢do ocorre muito cedo,
em plantulas no estddio de uma a duas folhas, ou por morte de perfilhos
jé& desenvolvidos, quando estes estdo ainda novos e ocorra infec¢do

sistémica da planta pelo virus. Entretanto, algumas variedades tém um
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aumento no numero de perfilhos quando infectadas pelo BYDV, mas
esses apresentam pouco vigor ¢ sdo improdutivos. As plantas ainda
podem apresentar perfilhos em diversos niveis de desenvolvimento,
ausentes ou sem menor interferéncia, variando conforme a fase de
infecgdo (CAETANO, 1972).

Os efeitos da temperatura sdo extremamente importantes na
manifestacdo dos sintomas, apresentando-se dentro de duas semanas se
a temperatura estiver em torno de 20 °C e, dentro de quatro semanas se
estiver em 25 °C (WIESE, 1991), podendo, acima desta, ser mascarado.
Outro fator importante ¢ a luminosidade, sendo que a baixa
luminosidade aumenta o periodo de incubagdo do BYDV e reduz a
severidade dos sintomas (CAETANO, 1972).

Os sintomas sdo percebidos pelo aparecimento de areas
cloréticas no limbo foliar, evoluindo da ponta para a base das folhas,
podendo essa perder toda a coloragcdo nos estadios mais avangados da
infec¢do (FIGUEIRA, 1997). Um fator importante que determina a
severidade dos sintomas ¢ a espécie de B/CYDV que ¢ inoculada. Uma
variedade pode ser tolerante para uma espécie e suscetivel a outra. A
apresentacdo do sintoma da doenga se expressa de acordo com o nivel
de tolerancia da planta, sendo mais ou menos intenso. A disponibilidade
de 4gua influencia de maneira marcante na intensidade de reagdo da
planta. Outro fator ¢ a fertilidade do solo onde a planta infectada esta se
desenvolvendo, sendo que em alguns casos como na cevada, o
desenvolvimento da colorag¢do foliar anormal ¢ mais evidente em solos
férteis (CAETANO, 1972).

Em trigo, centeio, triticale e cevada os efeitos do BYDV sdo

semelhantes. Quando a inoculacdo acontece na fase de plantula, os
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sintomas apresentados sao clorose e nanismo. Em um estadio posterior,
as folhas se tornam amareladas, podendo mostrar um leve
avermelhamento, sendo que algumas vezes as margens das folhas de
trigo podem ser serrilhadas. Em lavouras de trigo infectadas, as espigas
permanecem eretas e podem se tornar escurecidas durante o
amadurecimento, devido a presenca de fungos patogénicos (BURNETT
& MEZZALAMA, 1983).

Os sintomas em trigo nem sempre sdo evidentes. As vezes
ficam restritos ao nanismo que pode resultar em perda de rendimento
substancial embora permanega indetectado (D’ARCY, 1995).

Dos cereais de inverno, a aveia € o que apresenta sintomas
de mais facil reconhecimento, contribuindo portanto, para a diagnose no
campo (CASA et al., 2000). Em plantas de aveia infectadas ocorre
nanismo e desenvolvimento nas folhas de diversas tonalidades de
vermelho, variando do vermelho-vinho ao alaranjado, e em poucos
casos o amarelo (BURNETT & MEZZALAMA, 1983), com aspecto de
queimadura, dependendo das condigdes climaticas. Em locais com
temperaturas baixas a tendéncia ¢ de apresentar cor vermelha ou
purpura (FIGUEIRA, 1997).

Hé ainda abortamento ou esterilidade das espiguetas na fase
de formagdo, deixando-as esbranquicadas (CAETANO, 1972; MILLER
& RASOCHOVA, 1997), ou pode ainda reduzir o peso e o niimero de
graos (CASA et al., 2000).

As alteragdes observadas na estrutura e na fung¢do das
células infectadas podem se refletir de diversas maneiras na fisiologia
da planta infectada (FIGUEIRA, 1997), como redugdo na eficiéncia de

translocacdo, resultando em actimulo de carboidratos causando
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enrijecimento das folhas; aumento do peso seco pelo acimulo de
amidos e actcares como frutose e sacarose; inibi¢do da fotossintese
pela diminuicdo na concentracdo e da eficiéncia da clorofila e também
pela diminuicdo da &rea foliar; aumento na respiracdo logo apos a
infecg¢do. Devido a isso, nessas plantas as folhas bandeiras apresentam-

se rigidas, eretas e lanceoladas (CASA et al., 2000).

2.4 Transmissao e disseminacio

A transmissdo de hospedeiro para hospedeiro € a chave
principal do ciclo bioldgico de uma virose (NAULT, 1997).

Diversos organismos podem atuar como vetores de fitovirus
como fungos, insetos, acaros, plantas parasitas entre outros. Os insetos,
pela diversidade e nimero de espécies que se alimentam de plantas, sdo
importantes transmissores de fitovirus. Entre estes se destacam os
afideos (Hemiptera, Aphididae), capazes de transmitir varias espécies
de virus, entres estes, os membros da familia Luteoviridae (MILLER &
RASOCHOVA, 1997).

Afideos s3o insetos de corpo mole, piriforme e pequeno,
com antenas filiformes relativamente longas. Possuem uma pequena
cauda (codicola) que fica entre dois processos abdominais alongados,
denominados sifunculos (SALVADORI, 2000b; GALLO et al., 2002;
GASSEN, 2003). Possuem aparelho bucal sugador labial tetraqueta,
(GALLO et al, 2002), alimentam-se da seiva das plantas, causando
danos pela extracdo desta, efeito toxico da saliva e transmissdo de
fitopatdgenos (SALVADORI, 2000b; GALLO et al., 2002; GASSEN,
2003).
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Dependendo das condigdes climaticas, os afideos
apresentam reproducdo sexual com producido de ovos que permitem a
sobrevivéncia no inverno (HALBERT & VOEGTLIN, 1995). Em
regides de climas mais amenos (sem invernos muito rigorosos), como
no Brasil, sdo viviparos e reproduzem-se por partenogénese telitoca
(SALVADORI & TONET, 2001). Desenvolvem-se  por
paurometabolia, com quatro estddios ninfais, multiplicam-se
rapidamente (aproximadamente uma geragdo por semana), originando
colonias numerosas, constituidas de ninfas e fémeas apteras e aladas
(formas de disseminacdo) (SALVADORI, 2000b; GALLO et al., 2002;
GASSEN, 2003).

O clima frio aumenta a dura¢ao do ciclo de vida e diminui a
multiplicacio (SALVADORI, 2000a). Desenvolvem-se ¢ se
multiplicam melhor em temperaturas amenas (18 a 25 °C) e em
periodos de pouca chuva, podem viver até trés meses sob temperatura
inferior a 5 °C, e morrer a temperaturas constantes superiores a 28 °C
(GASSEN, 2003).

Espécies de B/CYDV sdo transmitidas por mais de 25
espécies de afideos (D’ARCY, 1995).

No Sul do Brasil, dez espécies foram citadas em trigo por
Caetano (1973). Conforme Salvadori & Tonet (2001) Schizaphis
graminum (Rondani, 1952), Metopolophium dirhodum (Walker, 1849)
Sitobion avenae (Fabricius, 1794), Rhopalosiphum padi (Linnaeus,
1758),  Rhopalosiphum  rufiabdominalis ~ (Sasaki, 1899) e
Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856), sdo consideradas as espécies de
maior importancia. Recentemente foi constatada em lavouras de trigo

no Brasil a espécie de pulgdo Sipha (Rungsia) maydis (Passerini, 1860),
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que ocorre mais frequentemente nos meses de verdo e primavera
(PEREIRA et al., 2008)

Pesquisas realizadas com diversos isolados de virus do
nanismo amarelo demonstram que estes possuem espécies que se
distinguem por sua viruléncia na planta hospedeira, na capacidade de
infectar diferentes géneros e espécies de gramineas e na eficiéncia de
transmissdo pelos vetores, podendo a relagdo ser especifica,
preferencial ou indiferente por mais de uma espécie de afideo
(BURNETT & MEZZALAMA, 1983; van REGENMORTEL et al.,
2000). A eficiéncia de transmissdo pelas distintas espécies de afideos
vetores ¢ um dos primeiros critérios biologicos para separar as espécies
deste grupo de virus (Tabela 1) (GILDOW, 1987). A especificidade de
transmissdo ndo ¢ estatica e estudos realizados com populagdes virais
de diferentes paises mostram variagdes no quadro previamente

estabelecido por Rochow (1970), conforme Gildow (1987)

Tabela 1. Espécies de B/CYDV transmitidas pelos afideos mais
importantes dos cereais

' Espécie de B/.CYDV

Espécie de afideo MAV PAV RPV RMV SGV
Metopolophium dirhodum + + _ _ _
Rhopalosiphum maidis _ B _ + _
Rhopalosiphum padi _ + + _ _
Rhopalosiphum rufabdominalis + + + _
Schizaphis graminum _ + + _ +

Sitobion avenae + +

Fonte: Gildow (1987).

(+) Indica as espécies de afideos descritas como transmissoras
dos isolados de B/CYDV em experimentos com apenas um afideo. A eficiéncia
de transmissdo varia de acordo com a combinagdo virus — vetor.
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2.4.1 Relacido B/CYDYV - afideos

A relagao B/CYDV-afideos ¢ do tipo persistente circulativa
nao propagativa. O virus adquirido de uma planta infectada circula pelo
corpo do inseto, mas ndo se multiplica em seus tecidos (FIGUEIRA,
1997). Como o virus persiste no inseto mesmo apos as ecdises, o vetor
¢ portador (virulifero) e um potencial transmissor por toda a sua vida
(IRWIN & THRESH, 1990; FIGUEIRA, 1997; COSTA, 1998).
Contudo, ndo ocorre transmissdo transovariana, ou seja, 0s virus nao
sdo transmitidos para a progénie do inseto (MILLER & RASOCHOVA,
1997).

B/CYDV sido espécies virais restritas ao floema da planta
hospedeira e, portanto, para que o vetor adquira as particulas virais
existe a necessidade de se alimentar diretamente de tecidos infectados.
A aquisi¢do refere-se ao processo pelo qual a particula do virus passa
dos tecidos da planta infectada para o interior do afideo, através do
canal alimentar, juntamente com a seiva do floema durante o processo
de alimentacdo. Uma vez no trato digestivo do inseto, as particulas
virais passam pelo intestino anterior, médio e chegam ao intestino
posterior, onde se ligam ao plasmalema apical, iniciando a endocitose
nas células epiteliais que formam a parede do intestino (GILDOW &
GRAY, 1993).

As particulas virais que ndo entram em contato com essas
células e ndo sdo reconhecidas por receptores virais especificos nas
membranas continuam se movendo através do canal alimentar e sdo
excretadas. As particulas virais que sofrem endocitose s3o entdo

transportadas, cobertas e agrupadas em vesiculas tubulares que se
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movem para o plasmalema basal, sendo liberadas entdo na hemolinfa

por exocitose (Figura 1).

= Glandula
salivar « Hemolinfa

Glandula
salivar
acessoria

Thiesting
. @leno

salivar
Canal
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Figura 1 - Representacdo diagramadtica das etapas do processo
de aquisi¢do e transmissdo de particulas virais do
virus causador do nanismo amarelo em cereais.
Particulas virais adquiridas junto com a seiva
elaborada migram pelo aparelho digestivo, hemocele
e se acumulam na glandula salivar acesséria (GSA)
de onde podem ser injetadas em uma nova planta
(GILDOW & GRAY, 1993).

O tempo necessario para a aquisicio ¢ variavel
(FIGUEIRA, 1997), pois as particulas virais sdo retidas por horas ou

dias de acordo com as relagdes estabelecidas entre a planta hospedeira,

o virus ¢ o vetor. Essas relacdes sdo descritas desde a alimentacdo do



46

vetor, realizado no floema, até as interacdes bioldgicas e moleculares,
envolvendo respectivamente endosimbiontes e proteinas que conferem
elevada especificidade entre o vetor e o virus (GRAY & BANERJEE,
1999). Em geral, apos o inicio da ingestdo, cerca de 12 a 16 horas, sdo
necessarias para o virus ser afetivamente transportado através do tubo
digestivo, células epiteliais e libertado na hemocele do afideo
(GARRET, 1996).

Uma vez na hemolinfa, a proxima etapa no caminho das
particulas virais ¢ atingir a glandula salivar acessoria. Para isto, tém que
passar por pelo menos trés barreiras. Logo que as particulas entram na
hemocele, elas precisam passar através da lamina basal e da membrana
celular, que circundam a glandula salivar acesséria (GILDOW &
GRAY, 1993). Apds a penetracdo na glandula salivar, as particulas sdo
transportadas, revestidas em vesiculas, através do citoplasma até o
ducto salivar, sendo ai liberadas (GILDOW & GRAY, 1993). As
particulas sdo entdo injetadas no floema das plantas através da saliva
dos afideos durante a alimentagao.

Devido a intima rela¢do entre o virus e o vetor, varios sio
os determinantes gendticos da transmissdo e, portanto, varias sdao as
proteinas do virus e do vetor que interagem durantes as fases de
aquisicdo, retencdo e passagem do virus através das células da parede
do ducto alimentar para a hemocele e de entrada e liberagdo na glandula

salivar (COSTA, 1998).
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CAPITULO I

FLUTUACAO SAZONAL DE BARLEY E CEREAL YELLOW
DWAREF VIRUS

GABRIELA PARIZOTO'

RESUMO - O nanismo amarelo de cereais de inverno é uma doenga
causada varias espécies de virus (familia Luteoviridae) transmitidas de
forma distinta pelas principais espécies de afideos que acometem estas
culturas. As condi¢gdes climaticas do sul do Brasil determinam
oscilagdes nas populagdes hospedeiras e também das espécies vetoras.
O objetivo deste trabalho foi verificar a oscilagdes na populagdo viral
e associa-las as plantas hospedeiras e vetores ao longo do periodo
amostrado. Através de coletas semanais de afideos vetores no periodo
de 01/2009 a 07/2010 e coletas quinzenais de plantas com sintomas no
periodo de 07/2009 a 08/2010 monitorou-se a flutuagdo temporal da
populacdo viral em parcelas de milho (verdo), trigo e aveia (inverno)
em Coxilha-RS. Os afideos foram coletados ao acaso e transferidos
individualmente para plantas de aveia ou trigo (conforme hospedeiro
de origem) onde permaneceram por 10 dias para a transmissao. Apos
30 dias, as plantas foram avaliadas quanto a presen¢a de sintomas e
identifica¢do viral, por DAS-Elisa. O mesmo teste soroldgico foi
aplicado as plantas coletadas no campo. Dos 739 afideos coletados,
12,7% transmitiram B/CYDV, sendo que deste total R. padi constituiu

92,5% e S. avenae 7,5 %. Das espécies virais transmitidas por R.

! Bidloga, mestranda do Programa de Pos-graduacdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia - gabriclaparizoto
@bol.com.br
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padi, 97,7% foram BYDV-PAV, 2,3% CYDV-RPV e 2,3% BYDV-
MAYV em infec¢do mista com BYDV- PAV. Individuos da espécie S.
avenae coletados transmitiram apenas BYDV-PAV. Das 625 amostras
de plantas coletadas, 65,8% apresentaram-se infectadas com BYDV-
PAV (aveia e trigo) e 0,48% com BYDV-MAV (aveia) em infec¢do
mista com BYDV-PAV. Tanto nas amostragens de plantas quanto de
afideos, BYDV-PAYV foi a espécie predominante, sendo detectada em
aveia e trigo e nos vetores R. padi e S. avenae. Considerando que
BYDV-PAV ¢ transmitida com eficiéncia por R. padi, tal predominio
pode estar relacionado a ocorréncia desse vetor desde a implantagdo
da cultura de aveia e de trigo e a sua permanéncia ao longo do ano nas

plantas voluntarias de trigo e aveia.

Palavras-chave: B/CYDV, afideos, Rhopalosiphum padi.
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SEASONAL FLUCTUATION OF BARLEY THE CEREAL
YELLOW DWARF VIRUS

GABRIELA PARIZOTO

ABSTRACT - Yellow dwarf disease of winter cereals is a disease
caused by various species of virus (Luteoviridae family) transmitted in
a distinct way by the main species of aphids that attack these crops.
The climatic conditions of the south of Brazil determine oscillations in
host populations and also of vector species. The objective of this study
was to verify the oscillations in the viral population and associate
them with hosts and vectors throughout the sampling period. Through
weekly collections of vector aphids in the period from 01/2009 to
07/2010 and collections every two weeks of plants with symptoms in
the period from 07/2009 to 08/2010, the temporal fluctuation of the
viral population in corn (summer), wheat and oats (winter) plots in
Coxilha-RS was monitored. The aphids were collected at random and
individually transferred to oat or wheat plants (in accordance with the
host of origin) where they remained for 10 days for transmission.
After 30 days, the plants were evaluated in regard to the presence of
symptoms and viral identification through DAS-Elisa. The same
serological test was applied to plants collected in the field. Of the 739
aphids collected, 12.7% transmitted B/CYDYV, such that of this total R.
padi constituted 92.5% and S. avenae 7.5 %. Of the viral species
transmitted by R. padi, 97.7% were BYDV-PAV, 2.3% CYDV-RPV
and 2.3% BYDV-MAV mixed infection with BYDV- PAV.
Individuals of the species S. avenae collected transmitted only BYDV-

PAV. Of the 625 plant samples collected, 65.8% were infected with
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BYDV-PAV (oats and wheat) and 0.48% with BYDV-MAYV (oats) in
mixed infection with BYDV-PAV. Both in sampling of plants and
aphids, BYDV-PAV was the predominant species, being detected in
oats and wheat and in the vectors R. padi and S. avenae. Considering
that BYDV-PAV is transmitted efficiently by R. padi, such
predominance may be related to the occurrence of this vector from
implantation of the oat and wheat crop and to its permanence

throughout the year in the volunteer plants of wheat and oats.

Key words: B/CYDYV, aphids, Rhopalosiphum padi.
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1. INTRODUCAO

O nanismo amarelo em cereais de inverno ¢ causado por
varias espécies de Barley yellow dwarf virus — BYDV e Cereal yellow
dwarf virus - CYDV pertencentes a familia Luteoviridae, ocasionando
grande impacto econdomico em cereais (LISTER & RANIERI, 1995).
No Brasil, sintomas tipicos dessa virose foram observados em 1929
em lavouras de cereais de inverno, tendo sua etiologia estabelecida
somente em 1967 (CAETANO, 1968).

Estes virus sdo transmitidos por afideos (Hemiptera:
Aphididae), que sdo considerados os mais importantes insetos
sugadores de trigo e responsaveis pela disseminagdo de B/CYDVs em
varias partes do mundo. No Brasil, a ocorréncia de afideos vetores,
tanto em termos de espécies como de niveis populacionais, varia com
a regido e com a época do ano, sendo observados atacando ndo apenas
trigo, mas também cevada, triticale, aveia e outras gramineas nao
cultivadas (RUBIN-DE-CELIS et al., 1996; SALVADORI & TONET,
2001; LOPES-DA-SILVA et al., 2004).

Desde o primeiro relato da ocorréncia da virose, mudancgas
ocorridas nos sistema de produgdo e a introdu¢do do controle bioldgico
por meio de microimenopteros, levaram a redug¢do da populacdo de
afideos e podem ter promovido alteragdes na importancia relativa das
espécies de afideos vetores enquanto transmissoras de virus. Na
década de 1970, a espécie mais estudada enquanto vetor foi
Metopolophium dirhodum (CAETANO, 1972). Atualmente, segundo
Salvadori & Tonet (2001) a espécie que vem se destacando pela

incidéncia, dentre as que ocorrem na cultura do trigo é Rhopalosiphum
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padi, a qual prefere instalar-se no colmo, as vezes proximo ao solo,
além de folhas e espigas. Esta espécie ¢ bem adaptada as condi¢des sul
— brasileiras. Em acordo com a ampla distribui¢do espago-temporal R.
padi esta a distribuicdo de BYDV-PAYV, espécie que € eficientemente
transmitida por este vetor (LAU et al., 2009).

Pesquisas realizadas com diversos isolados de virus do
nanismo amarelo demonstram que estes virus possuem espécies que se
distinguem por sua viruléncia na planta hospedeira, na capacidade de
infectar diferentes géneros e espécies de gramineas e na eficiéncia
como sdo transmitidos pelos vetores podendo a relacdo ser especifica,
preferencial ou indiferente para mais de uma espécie de afideo
(BURNETT & MEZZALAMA, 1983; van REGENMORTEL et al,
2000). Embora a eficiéncia de transmissdo pelas distintas espécies de
afideos vetores seja um dos primeiros critérios bioldgicos para separar
as espécies deste grupo de virus (ROCHOW, 1969), a especificidade
de transmissdo ndo é um carater estatico e estudos realizados com
populagdes virais de diferentes paises mostram variagdes no quadro
previamente estabelecido por Rochow (1970).

Como existem diferencas na efici€éncia de transmissao das
espécies virais pelas espécies de afideos vetores, a presengca € o
predominio de uma dada espécie do afideo vetor numa determinada
regido, pode determinar qual espécie viral sera predominante
(ROCHOW, 1959; D’ARCY & BURNETT, 1995). Epidemias do
B/CYDV sao irregulares no tempo e no espaco, ou seja, a virose pode
ocorrer em um determinado ano em uma area € ndo ocorrer nesta
mesma area no ano seguinte, assim como pode ndo ocorrer por varios

anos seguidos (BURNETT & PLUMB, 1998).
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Devido ao fato de alteragdes na populacdo do vetor
implicarem em mudangas na popula¢do do virus, conduziu-se este
estudo com o objetivo de verificar as oscilagdes na populacdo viral e

associa-las as plantas hospedeiras e vetores.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de execucio

O monitoramento foi conduzido em parcelas experimentais
estabelecidas na area 2 da Embrapa Trigo, em Coxilha — RS. As
parcelas continham aveia preta (Avena strigosa Schreb) cultivar Agro
Zebu e trigo (Triticum aestivum), cultivares Embrapa 16, BRS Guabiju e
BRS Timbauva nos meses de inverno e milho (Zea mays) nos meses de
verdo. Plantas livres de virus para serem utilizadas nos testes de

transmissdo foram produzidas em casa-de-vegetacao.

Os testes de transmissdo foram realizados em camaras do
insetario sendo que apds a transmissdo as plantas foram mantidas em

telado compartimento anti-afideo.

As andlises sorologicas (DAS-Elisa) foram realizadas no
laboratorio de virologia vegetal da Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria da Universidade de Passo Fundo - FAMV/UPF.
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2.2 Coletas de Afideos

Para monitoramento da flutuacdo temporal da populagdo
viral no vetor, coletas de afideos foram realizadas no periodo de janeiro
de 2009 a julho de 2010.

A cada sete dias foram coletados afideos ao acaso, sobre as
plantas, com meta de coleta de 100 afideos por més. Os afideos
coletados foram armazenados com fragmentos dessas plantas em caixas
de isopor, levadas para o insetdrio (camara de transmissao) onde foram
identificados quanto a espécie. Em seguida, foram transferidos para
vasos com cinco plantulas de aveia, na propor¢do de um afideo por
planta. As plantas foram individualizadas com gaiolas de plastico
transparente. Em cada vaso, uma planta foi mantida sem afideo, como
testemunha.

Os vasos foram mantidos a temperatura média de 19,3 °C
com minima de 12,5 °C e maxima de 24,0 °C e fotoperiodo de 12 horas,
por 10 dias (periodo para a transmissdo). Apds esse periodo, fez-se a
aplicacdo de inseticida Nuvan (Diclorvés) na dose 6 ml.L™ de dgua e os
vasos foram transferidos para telado (compartimento anti-afideo). Aos
30 dias apds a transmissdo, as plantas foram avaliadas quanto a
presenca ou auséncia de sintomas e realizou-se a coleta de fragmentos
dessas plantas para a realizacdo dos testes sorologicos (DAS — Elisa)

para identificacdo das espécies virais.
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2.3 Coletas de Plantas

No periodo de julho de 2009 a agosto de 2010, foram
realizadas coletas de plantas em campo, com a finalidade de monitorar a
flutuagdo temporal da populacdo viral em plantas hospedeiras. A cada 15
dias foram coletadas 25 plantas de aveia, trigo ou milho com sintomas
da virose. Essas plantas foram transplantadas para vasos de 1,5 L de
substrato, e mantidas em telado. 15 dias apds, foram efetuadas coletas
de parte das plantas para a identificagdo da espécie viral por DAS-

Elisa.

2.4 DAS-Elisa

O DAS-Elisa (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi
realizado através do método descrito por Clark & Adams, (1977). Para
a realizacdo do teste de Elisa indireto foram utilizados reagentes
adquiridos da firma AGDIA Inc., e microplacas de poliestireno fundo
chato com 96 cavidades. As amostras foram maceradas em tampao de
extra¢do (Anexo 1), na propor¢do de 100 mg de tecido vegetal para 1
mL de tampao.

As placas foram cobertas com anti-soro policlonal para
BYDV-PAV, BYDV-MAV e CYDV-RPV, diluido na propor¢do de
1:200 (de acordo com a recomendacdo do fabricante) em tampao de
cobertura (Anexo 2), sendo depositados 100 puL do preparado em cada
cavidade da placa. Para incubacdo as placas foram protegidas com
papel toalha umidos e mantidas em caixa de isopor, por 16 horas no

refrigerador a 4 °C. Apds este periodo realizou-se a lavagem da placa
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por trés vezes com PBST (Anexo 3) e adicionou-se aos orificios das
microplacas 100 pL da amostra macerada e diluida em tampao de
extragdo (Anexo 1), acompanhado de um controle positivo e outro
negativo. Em seguida foi acondicionado novamente em caixa de
isopor para incubagdo por 16 horas em refrigerador a 4 °C.

Apbs a incubagdo, as placas foram lavadas por trés vezes
com tampao de lavagem PBST. Em seguida, secaram-se as placas
antes de adicionar o conjugado. Foi usado tampao para o conjugado
(Anexo 4) (1:200) e enzima do conjugado (fosfatase alcalina) na
dilui¢do indicada pelo fabricante. Em seguida, foram depositados nos
orificios, 100 pL do preparado da enzima conjugada e a seguir
incubou-se novamente em camara umida por 2 horas a 37 °C. Apds
completar a incubagdo, procedeu-se nova lavagem por trés vezes com
PBST.

O substrato PNP (p-nitrofenil fosfato — SIGMA 104/105)
foi diluido 1mg/mL em tampao do substrato (Anexo 5) e aplicado
diretamente na placa (100 pL/célula). Apds a aplicacdo do substrato as
placas foram mantidas em temperatura ambiente até¢ obtencdo da
coloragdo (30 a 60 minutos). A placa foi submetida a leitura
verificando-se a reacdo  colorimétrica das amostras em
espectrofotometro de placas, (leitora de Elisa) modelo Rosys Anthos
2010, com absorbancia de 405nm.

Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram valor maior ou igual a duas vezes (2x) o valor do
controle negativo e o resultado expresso em absorbancia a 405 nm
(indicando o valor de absorbancia de acordo com a intensidade da cor

desenvolvida para a reag@o do anti-soro contra o antigeno viral).
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2.5 Variaveis analisadas

A populagdo viral na area foi estimada a partir dos afideos
vetores e de plantas coletadas. As informacdes relativas a predominancia
de espécies virais foram correlacionadas com a dindmica da populagdo
de afideos, sendo o percentual de afideos viruliferos estimado por meio
de testes de transmissdo e a partir de plantas coletadas.

O percentual total de afideos e plantas foi calculado pela
razao entre o nimero de individuos soropositivos e o total coletado no
més. O percentual de afideos calculado por trimestre foi através da
razdo entre o total de afideos da espécie pelo total de afideos coletado

no trimestre.

2.6 Analise estatistica

Analises de correlacdo e graficos foram realizados

utilizando o programa Microsoft Excel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Amostragem de vetores

Durante o periodo amostrado (janeiro de 2009 a julho de

2010), foram coletados 739 afideos em plantas hospedeiras e testados

quanto a transmissdo de B/CYDV, sendo os afideos de sete espécies

distintas: Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae, Metopolophium
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dirhodum, Sipha maydis, Schizaphis graminum, Sipha flava,
Rhopalosiphum maidis.
A populagdo de afideos foi varidvel ao longo do periodo

amostrado (Figura 1).
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Figura 1 — Ocorréncia de espécies de afideos no periodo de janeiro
de 2009 a julho de 2010, Coxilha — RS.

Do total de afideos coletados, a espécie predominante no
campo durante o periodo amostrado foi R. padi (68,6%), seguido de S.
graminum (15%), S. avenae (8,1%), S. flava (3,5%), S. maydis (3,8%),
R. maidis (0,5%) e M. dirhodum (0,4%) (Figura 2).
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Figura 2 — Percentual de afideos por espécie coletada durante todo o
periodo amostrado (janeiro de 2009 a julho de 2010) em
Coxilha, RS.

No primeiro ano amostrado, nos meses de verdo e inicio
de outono (janeiro, fevereiro e marco) em coletas realizadas em
plantas voluntarias de aveia e trigo as espécies observadas foram R.
padi (65,6%), S. flava (28,1%), S. maydis (3,1%) e S. graminum
(3,1%). Nos meses de outono e inicio do inverno (abril, maio e junho),
quando a cultura presente no campo foi a aveia, as espécies S.
graminum (27,1%) e R. padi (27,1%) foram observadas com mesma
frequéncia, S. flava (18,6%), S. maydis (22,0%) e R. maidis (5,1%).

Nos meses de inverno e inicio da primavera (julho, agosto
e setembro), €época na cultura do trigo, houve aumento da ocorréncia
de R. padi (89,0%) e aparecimento de duas espécies que até entdo nio
haviam sido observadas na area S. avenae (4,8%) e M. dirhodum (0,5

%). Neste periodo S. graminum apresentou reduc¢do de 21,4% na
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ocorréncia em relagdo ao periodo anterior. Espécies como R. maidis,
S. maydis e S. flava ndo foram observados nesse periodo.

Nos meses de primavera e inicio de verdo (outubro,
novembro e dezembro), R. padi teve decréscimo de 44,6% na
ocorréncia e S. avenae apresentou aumento de 44,7 % em relagdo ao
periodo anterior, sendo S. avenae a espécie predominante nesse
periodo. M. dirhodum também teve aumento no percentual de
ocorréncia (1,5%). S. graminum (3,0%) e S. maydis (1,0%) embora em
baixas percentagens também foram encontrados na area.

No segundo ano de coleta (2010), nos meses de janeiro,
fevereiro e margo, R. padi tornou a ser a espécie predominante na
area, com percentual de 53,3%. S. graminum, que nos meses de
outono e inverno havia sofrido reducdo na ocorréncia, no primeiro
trimestre de 2010 foi a segunda espécie mais encontrada (36,0%),
assemelhando-se ao primeiro ano de coletas. Espécies como S.
maydis (6,0%), S. flava (4,0%) e R. maidis (0,7%) tornaram a
aparecer.

Nos meses de outono e inicio de inverno, abril/julho, nos
quais a cultura da aveia completou seu ciclo na area, e implantou-se a
cultura do trigo, o padrdo observado para o0 mesmo periodo do ano
anterior se manteve. S. avenae passou a ocorrer, embora em baixo
percentual (0,5%). S. graminum (13,2%) se manteve como a segunda
espécie mais encontrada, seguida de S. maydis (2,1%). R. padi com

84,2% se manteve como espécie predominante no periodo (Tabela 1).
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Os resultados obtidos para 2009/2010 sdo similares aos
observados por Caetano (1972) e Lau et al. (2008), destacando-se a
presenca de R. padi ao longo de todo ano, presenca de S. graminum,
com maior incidéncia nos meses de outono e inicio do inverno e
redu¢do nos demais periodos. S. avenae, observado nos meses de
inverno e inicio de primavera, com aumento na freqiiéncia na fase de
espigamento da cultura do trigo. Espécies de afideos com R. maidis, S.
maydis e S. flava apresentaram baixa ocorréncia.

A baixa frequéncia na ocorréncia de M. dirhodum
observada nos meses de setembro e outubro, contrasta com as
observagdes feitas por Caetano (1972) devido a importancia que a
espécie tinha como praga e vetora do BYDVs naquela época, quando
a partir de agosto a espécie era observada nos campos em nimeros
elevados, representando mais de 90% da populagdo de afideos
existentes em lavouras de trigo, evidenciando ser esta espécie a mais
importante vetora na época.

Das espécies de afideos coletadas, foram capazes de
transmitir o virus espécimes de R. padi (B/CYDV) e S. avenae
(BYDV), sendo que, as propor¢des de afideos viruliferos foram
maiores no periodo do final de outono e inverno. Dos 739 afideos
coletados, 12,7% transmitiram B/CYDV, sendo que deste total R. padi
constituiu 92,5% ¢ S. avenae 7,5%.

Das espécies virais transmitidas por R. padi, 97,7% foram
BYDV-PAV, 2,3% CYDV-RPV ¢ 2,3% BYDV-MAV em infec¢do
mista com BYDV-PAV. Individuos da espécie S. avenae coletados

transmitiram apenas BYDV-PAV (Figura 3).
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Figura 3 - Percentual de afideos viruliferos coletados entre
janeiro/2009 e julho/2010.

Em janeiro de 2009, foram detectadas duas transmissdes
de CYDV-RPV por R. padi. Transmissdes positivas sé foram
detectadas novamente para afideos no mes de julho, periodo em que a
cultura do trigo estava implantada, havendo aumento no nimero de
individuos viruliferos més a més, até¢ novembro, quando houve
decréscimo no numero de amostras positivas. De setembro a
novembro de 2009 foram observados individuos de S. avenae
capazes de transmitir BYDV-PAV.

No segundo ano de coletas, populacdes de R. padi
viruliferos (BYDV-PAV) foram detectadas em mar¢co com aumento

gradativo até julho.
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Transmissdes de BYDV-MAYV por R. padi também foram
detectadas no periodo amostrado. Para duas amostras de afideos
coletados em junho de 2010 foi possivel detectar a presenca de
BYDV-MAYV (11,1% das amostras do periodo), em infeccdo mista
com BYDV-PAV.

Ha correlagdo entre a populagdo vetora total e a populagdo
vetora virulifera estimada pelos testes de transmissdo. Com o aumento
ou reducdo do nimero total de induvidos coletados, também ocorre
aumento ou reducdo no percentual de afideos viruliferos daquela
espécie, sendo mantido esse padrdo para as duas espécies de afideos

R. padi (r =0,651) (Figura 4A) e S. avenae (r = 0,898) (Figura 4B).
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Figura 4 — Relagdos entre o percentual total de ocorréncia de
espécies e percentual de afideos infectados para cada
espécie. A) R. padi viruliferos; B) S. avenae viruliferos.
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No geral, no levantamento realizado foram baixos os
percentuais de afideos viruliferos, podendo esse fato, ser atribuido a
baixa densidade das atuais populagdes. Caetano (1972) relatou que no
ano de 1970, eram observados altos percentuais de afideos viruliferos,
fato que pode ter relacdo com a densidade da populagcdo de pulgdes
naquela época. E possivel que na condicdo de alta densidade
populacional, ocorria rapida disseminagdo do virus ndo havendo
praticamente areas isentas da virose (LAU et al., 2008).

A analise de freqiiéncia das espécies vetoras do periodo
amostrado (Tabela 2), permite estimar a importancia relativa de cada
espécie no periodo.

Em acordo com a ampla distribuigdo espago-temporal de
R. padi estd a distribuicito de BYDV-PAV, espécie que ¢
mundialmente considerada como eficientemente transmitida por este
vetor (CHAPIN et al, 2001). Em contrapartida a transmissdo de
CYDV-RPV foi baixa, apesar da abundancia de seu vetor especifico.

Durante o inverno e a primavera a espécie S. avenae
mostrou-se importante como vetora de BYDV-PAV, pela sua alta

percentagem de ocorréncia (Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia relativa das espécies de afideos e percentual de

individuos viruliferos

, R. padi S. avenae
fideos
Periodo Total* Viruliferos** Total* Viruliferos**

Jan/fev/mar/2009  21/65% 2/18% 0/0% 0/0%
Abr/mai/jun/2009  16/27% 0/0% 0/0% 0/0%

Jul/ago/set/2009  186/89% 22/12% 10/4,8% 1/10%
Out/nov/dez/2009  44/44% 15/34% 49/49,5% 6/12%

Jan/fev/mar/2010  80/53% 4/5% 0/0% 0/0%
Abr/mai/jun/jul2010 160/84% 44/29% 0/0% 0/0%

*Numero de individuos da espécie/percentual de ocorréncia no periodo.
**Numero de individuos infectados/percentual de ocorréncia no periodo.

BYDV-MAYV, detectados em duas amostras em infecgdo
mista com BYDV-PAV, transmitidos por R. padi coletados no campo,
assemelha-se ao registrado em populagdes de afideos coletados vivos
no Oeste da Franga, onde infec¢des mistas representaram 7% do total
de infec¢do. Das transmissdes de BYDV-MAV, 95,5% ocorreram em
infecgdes mistas. Também foram observadas transmissdes de apenas
BYDV-MAYV por R. padi (LECLERCQ-LE QUILLEC et al., 1995).

Infecgdes mistas podem ocorrer com freqiiéncia e sdo
importantes pelo fato de os isolados serem mais agressivos quando
associados a outros do que isoladamente (ROCHOW, 1959; GILL &
COMEAU, 1977; JOHNSTONE et al., 1990) e ainda por permitir que
uma determinada espécie de afideo que normalmente ndo ¢ vetora,
transmita o virus devido a heteroencapsidagdo (ROCHOW & PANG,
1961; ROCHOW, 1970).
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3.2 Amostragens de plantas

Durante o periodo amostrado (julho de 2009 a agosto de
2010), a espécie viral predominante foi BYDV-PAV. Das 625
amostras coletadas, 65,76% apresentaram-se infectadas com BYDV-
PAV e 0,48% com BYDV-MAV em infec¢do mista com BYDV-
PAV, e 34,24% estavam sadias (Figura 5).

Sorologicamente negativas o
(34,24%) BYDV-PAV

(65,76%)

BYDV-MAV+PAV
(0,48%)
Figura 5 - Percentual de espécies de BYDV coletadas na area

experimental da Embrapa - Trigo, Coxilha-RS no
periodo de julho de 2009 a agosto de 2010.

O percentual de plantas soropositivas para BYDV-PAV
coletadas nos meses de julho a dezembro de 2009 oscilou entre 75% e
96%.

Nos meses de janeiro e fevereiro, onde os alvos de coletas
eram plantas de milho e plantas de aveia e trigo voluntarias, observou-
se uma reducdo drastica no percentual de plantas soropositivas,

representando menos de 10% das plantas coletadas. Nos meses de
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margo e abril, para plantas de aveia voluntarias coletadas, o percentual
de plantas soropositivas chegou a 30%, fato que se tornou mais
frequente a partir de maio.

Com a implantacdo da cultura da aveia nas parcelas,
passou-se a observar aumento no nimero de plantas positivas para a
virose, aumento esse que se deu gradativamente, até agosto. De julho
a agosto de 2010 (fim do periodo amostrado), além de plantas de
aveia, plantas de trigo passaram a ser amostradas na area. Dos 28% de
plantas soropositivas coletadas em julho, 26% foram plantas de aveia
e apenas 2% de trigo. Em agosto, 80% de plantas soropositivas, 60%

foram de aveia e de trigo 30% (Figura 6).
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Figura 6 - Percentual de plantas soropositivas coletadas na area
experimental da Embrapa-Trigo, Coxilha - RS no
periodo de julho de 2009 a agosto de 2010.
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Das 30 plantas de milho amostradas, nenhuma foi
soropositiva para as espécies testadas (BYDV-PAV, BYDV-MAV e
CYDV-RPV) por DAS-Elisa. Entretanto, na Republica Checa,
BYDV- PAV foi observado em plantas de milho, sugerindo que esse
hospedeiro pode servir como importante fonte de BYDV-PAV para
cereais de inverno, por ser "ponte verde" para esta espécie de virus
(POKORNY, 2006). No Oeste Frances essa cultura também foi
registrada como hospedeira de BYDV. Segundo Henry & Dedryver
(1989) ¢ devido a migracdo de grande nimero de afideos a partir do
milho para os cereais que sdo observadas as infeccdes em cereais por
BYDV no outono. Na Franga, a epidemiologia do BYDV ¢
caracterizada principalmente pela alternancia de vetores e virus entre
milho (hospedeiro de verdo) e cevada e trigo (hospedeiros de inverno)
(HAACK et al., 2002). No Brasil, ndo tem sido encontrado amostras
positivas para B/CYDVs, possivelmente em fun¢do de ndo ser
hospedeiro preferencial para as espécies de pulgdes de cereais de
inverno e/ou pelos genotipos de milho cultivados no pais. Outra
possibilidade ¢ a propria arquitetura da planta, que comparada a dos
cereais de inverno ¢ maior, na qual, devido a quantidade de massa ¢
possivel que, embora presente, o virus esteja em baixa concentragdo
viral ndo sendo detectado pelo teste sorologico, ou mesmo pelo vetor.

Apenas uma amostra positiva para BYDV-MAV foi
coletada no més de agosto de 2009, e duas amostras em 2010, sendo
que BYDV-MAV sempre foi detectado em infec¢do mista com
BYDV-PAV e em plantas de aveia.

No periodo de julho de 2009 a julho de 2010, no qual a

amostragem de plantas e afideos se sobrepoem, houve correlacio entre
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o numero de plantas positivas e afideos infectados (r = 0,784), onde
nos meses de outono ¢ inverno foram encontrados maior numero de
afideos infectados concomitante com um aumento no numero de
plantas positivas € nos meses de verdo para ambos, afideos e plantas,

observou-se redu¢do no percentual de infectividade (Figura 7).
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Figura 7 - Percentual de plantas e afideos viruliferos coletados de
julho de 2009 a julho de 2010 em Coxilha-RS.

A predominancia de BYDV-PAYV na area foi semelhante a
observada por Schons & Dalbosco (1999), que através de coletas
realizadas no ano de 1998, nos estados do Rio Grande do Sul, Parana
e Mato Grosso do Sul, encontraram 75% das plantas infectadas com
BYDV-PAYV, 20% com BYDV-MAV.

Resultados semelhantes aos encontrados no presente

estudo foram observados por Fereres et al. (1989) na Espanha, os
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quais confirmaram a presenca de BYDV em amostras de cereais
cultivados, sendo o sorotipo PAV predominante, RPV menos
frequente, e somente uma amostra positiva para MAV.

Por outro lado, na Franga, Leclercq-Le Quillec (1992)
observou predominancia de amostras contaminadas com BYDV-MAV
e BYDV-MAV+PAV, em campos de cevada nos meses de outono,
muito embora os vetores preferenciais deste virus (S. avenae ¢ M.
dirhodum) estivessem ausentes ou muito escassos € R. padi presente
durante todo os periodos, indicando que heteroencapsidagdes podem
desempenhar fun¢do na transmissdo de BYDV-MAV por R. padi
conforme sugeriram Sadeghi et al. (1997).

Conforme Henry & Dedryver, (1991) BYDV- PAV parece
ser claramente favorecida pela falta de especificidade do vetor e pela
abundancia de reservatorios, afirmacdo esta, que refor¢a os resultados
encontrados nesse estudo, tendo em vista que BYDV-PAV tem sido
predominante na regido ha varios anos e os vetores assim como 0s
reservatdrios serem abundantes durante o ano todo.

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram com
grande parte dos estudos epidemiologicos feitos em diferentes regides
produtoras de cereais de inverno do mundo (LECLERCQ-LE
QUILLEC et al., 1995; CHAPIN et al., 2001; ABOULATA, 2002;
HABEKUB & SCHLIEPHAKE, 2002; PARK et al., 2002; TRUOL,
2002), onde BYDV-PAV € a espécie identificada mais
frequentemente em culturas de gridos (CLEMENT et al., 1986;.
FABRE et al., 2005.)

Assemelhando-se aos resultados encontrados nas

condigdes brasileiras, na planicie costeira da Carolina do Sul, Chapin
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et al. (2001), com base em ensaios de transmissdo correlacionaram a
incidéncia do nanismo amarelo da cevada e perdas de produtividade
na cultura do trigo com a abundancia de R. padi, e constataram ser
esta espécie a principal responsavel pela vetorizagcdo da espécie viral

predominante (BYDV-PAV) nas lavouras.

4 CONCLUSOES

1) Barley yellow dwarf virus—PAV foi a espécie de virus
predominante na area amostrada.

2) Considerando todo o periodo amostrado Rhopalosiphum padi
foi a espécie vetora predominante.

3) Rhopalosiphum padi e Sitobion avenae transmitiram,
respectivamente, espécies de BYDV-PAV, BYDV-MAV,
CYDV-RPV e BYDV-PAV.

4) Trigo e aveia foram hospedeiras de BYDV-PAV ¢ MAV.
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CAPITULO II

CARACTERIZ@CAO BIOLOGICA DE ISOLADOS DE BYDV-
PAV DE REGIOES PRODUTORAS DE CEREAIS DO BRASIL

GABRIELA PARIZOTO'

RESUMO - O nanismo amarelo em cereais de inverno ¢ uma doenga
causada por varias espécies de virus pertencentes a familia
Luteoviridae. Barley yellow dwarf virus—PAV ¢é do género Luteovirus
e ¢ a espécie viral predominante nessas culturas no mundo e também
no Brasil. A fim de determinar caracteristicas bioldgicas que
influenciam na prevaléncia desta espécie viral na populagcdo sul
brasileira, avaliou-se a capacidade de 35 isolados de BYDV-PAV
(2007/2009) obtidos em regides produtoras brasileiras de cereais,
quanto a patogenicidade a dois hospedeiros (7riticum aestivum L. e
Avena strigosa Schreb). Avaliou-se também a eficiéncia de
transmissdo por afideos vetores (Rhopalosiphum padi, Sitobion
avenae, Schizaphis graminum, Metopolophiun dirhodum e Sipha
maydis). Inocularam-se 20 plantas para cada combinagdo isolado x
planta hospedeira x vetor, utilizando trés afideos por planta (aquisicao
de 48h; transmissdo de 72h). O diagnostico de transmissdo e infecg¢do
positivo foram realizados a partir da avalia¢do de sintomas 15, 30 e 45

dias apos a transmissdo e por DAS-ELISA (30 dias). Todos os

! Bidloga, mestranda do Programa de Pos-gradua¢o em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Fitopatologia -
gabrielaparizoto@bol.com.br
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isolados foram transmitidos por R. padi (94,3%), seguido de S. avenae
(76,1%) e M. dirhodum (63,4%). Nenhum dos isolados foi transmitido
por S. graminum ¢ S. maydis. Todos os isolados foram capazes de
infectar a aveia e o trigo. A alta eficiéncia de transmissdao por trés
espécies de afideos e a capacidade de infectar trigo e a aveia sdo

atributos que podem contribuir para a prevaléncia de BYDV-PAV.

Palavras-chave: Luteoviridae, BYDV-PAYV, afideos.



76

BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF ISOLATES OF
BYDV-PAV IN PRODUCING REGIONS IN OF CEREAL
BRAZIL

GABRIELA PARIZOTO

ABSTRACT - Yellow dwarf disease in winter cereal crops is a
disease caused by various species of viruses belonging to the
Luteoviridae family. Barley yellow dwarf virus—PAV Luteovirus the
genre and is a viral species predominant in these crops throughout the
world and also in Brazil. So as to determine biological characteristics
that influence the prevalence of this viral species in the population in
the south of Brazil, the capacity of 35 BYDV-PAV isolates
(2007/2009), obtained in the Brazilian producing regions cereal, for
pathogenicity two hosts (7riticum aestivum L. and Avena strigosa
Schreb). We also evaluate the efficiency of transmission by aphid
vectors (Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae, Schizaphis graminum,
Metopolophiun dirhodum and Sipha maydis) were evaluated. Twenty
plants for each combination isolate x host plant x vector were
inoculated, using three aphids per plant (acquisition of 48h;
transmission of 72h). The positive diagnosis of transmission and
infection were performed by evaluation of symptoms 15, 30 and 45
days after transmission and by DAS-Elisa (30 days). All the isolates
were transmitted by R. padi (94,3%), followed by S. avenae (76,1%)
and M. dirhodum (63,4%). None of the isolates were transmitted by S.
graminum and S. maydis. All the isolates were capable of infecting

oats and wheat. The high transmission efficiency by three species of
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aphids and the infect to wheat and oats are attributes that may

contribute to the prevalence of BYDV-PAV.

Key words: Luteoviridae, BYDV-PAV, aphids.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais doengas dos cereais de inverno ¢ a
virose conhecida como nanismo amarelo da cevada. As espécies virais
que causam esta doenca sdo capazes de infectar varias espécies de
plantas da familia Poaceae cultivadas ou nao (D’ARCY, 1995).

As espécies de virus que causam o nanismo amarelo em
cereais pertencem a familia Luteoviridae, estando distribuidas em dois
géneros. No género Luteovirus estao distribuidas as espécies de Barley
vellow dwarf virus (BYDV): BYDV-PAV, BYDV-MAV e BYDV-PAS.
No género Polerovirus estao distribuidas as espécies de Cereal yellow
dwarf virus: CYDV-RPV e CYDV-RPS. As espécies BYDV-SGV,
BYDV-GPV e BYDV-RMV ainda ndo foram agrupadas em um
género. Em comum essas espécies apresentam particulas virais
compostas por capsideos isométricos de 25-30 nm ndo envelopados,
genoma viral composto por uma fita simples de RNA de sentido
positivo e sdo transmitidas por insetos da ordem Hemiptera, familia
Aphididae de forma persistente (o virus circula no corpo do inseto,
mas ndo se propaga, ndo havendo transmissdo transovariana)
(MILLER & RASOCHOVA, 1997; MILLER et al., 2002).

A transmissdo por afideos €é uma caracteristica tdo
importante que foi originalmente critério para o reconhecimento e
identificag¢do das espécies virais. Com base na especificidade da relagdo
entre as espécies do virus e as espécies do vetor, Rochow (1969) definiu
espécies, sendo designadas pela letra inicial do nome cientifico da
espécie principal do afideo vetor: BYDV-MAV- Macrosiphum avenae

virus ¢ transmitido por S. avenae (=Macrosiphum avenae); BYDV-SGV
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— Schizaphis graminum virus é transmitido por S. graminum; BYDV-
PAV — Padi avenae virus é transmitido por R. padi e S. avenae; BYDV-
RPV — Rhopalosiphum padi virus ¢ transmitido por R. padi; BYDV-
RMV — Rhopalosiphum maidis virus ¢ transmitido por R. maidis.

Estudos subsequentes demonstraram que os padroes de
transmissdo estabelecidos por Rochow podem sofrer variagdao. R. padi,
na América do Norte, foi detectado como vetor de BYDV — RMV
(LUCIO-ZAVALETA et al, 2001). Assim como na Franca, dois
isolados de BYDV-MAYV foram eficientemente transmitidos por clones
de R. padi, normalmente ineficiente como vetor (SADEGHI et al.,
1997).

Dentro de uma mesma espécie vetora hd variagdo entre
clones quanto a capacidade de transmitir isolados virais (GRAY et
al.,1998). Clones de S. avenae coletados em duas regides francesas
apresentaram variagdo quanto a eficiéncia de transmissdo de BYDV-
PAV (GUO et al., 1997a, b).

Mundialmente distribuido, o nanismo amarelo ocorre na
América do Sul, havendo relatos de perdas causadas por BYDV na
Argentina, Brasil e Chile e também na Bolivia, Paraguai e Uruguai
(ARAYA, 1990). O B/CYDV ocorre no Brasil nas regides produtoras de
trigo, como Rio Grande do Sul e Parand e Mato Grosso do Sul
(FIGUEIRA, 1998).

Estudos sobre eficiéncia de transmissdo e andlise de
pulgdes coletados a campo indicavam que as espécies de BYDV que
ocorriam no Brasil nos anos 70 eram eficientemente transmitidas por
M. dirhodum (espécie vetora mais abundante na €época) e também por

S. avenae e R. padi (CAETANO, 1972). Recentemente ha indicios do
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predominio de R. padi (SILVA et al., 2004). Entre as espécies de virus
tem sido detectadas principalmente BYDV-PAV, BYDV-MAV e
CYDV-RPV, com predominancia de BYDV-PAV (SCHONS &
DALBOSCO, 1999).

O conhecimento das caracteristicas biologicas da populacao
viral € importante para o entendimento da frequéncia das espécies, do
seu impacto ¢ da dindmica das epidemias, assim o presente trabalho
objetivou determinar caracteristicas bioldgicas de 35 isolados de BYDV
— PAV, coletados a campo entre 2007 e 2009. Foram determinadas a
patogenicidade a dois hospedeiros, trigo e aveia e a eficiéncia de
transmissdo por cinco espécies de vetores (R. padi, S. avenae, M.

dirhodum, S. graminum ¢ S. maydis).

2. MATERIAL E METODOS

2. 1 Local de execucio

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Entomologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
Embrapa Trigo em Passo Fundo — RS, nos anos de 2009/2010. Plantas
livres de virus foram cultivadas em casa-de-vegetacdo. As criagdes de
afideos aviruliferos e os procedimentos de aquisi¢do e transmissdo e a
manutencdo de isolados virais in vivo foram realizados em camaras
climatizadas. O cultivo de plantas apds a transmissdo foi realizado em

telado com compartimento anti-afideo.
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As analises sorologicas (DAS-Elisa) para identificacdo das
espécies virais e estimativas do titulo viral foram realizadas no
laboratorio de virologia vegetal da Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria da Universidade de Passo Fundo - FAMV/UPF.

2.2 Afideos

Colonias de afideos aviruliferos, utilizadas para transmissao
dos isolados, foram obtidas para cinco espécies de afideos: Schizaphis
graminum, Rhopalosiphum padi (clones coletados em Passo Fundo -
RS, em trigo em 2006), Sipha maydis (clone coletado em Passo Fundo
— RS, em aveia em 2008); Sitobion avenae (clone coletado em Santo
Cristo - RS, em trigo em 2006); Metopolophium dirhodum (clone
coletado em Marialva - PR, em aveia em 2008).

Para obtencdo de colonias de afideos aviruliferos de cada
espécie, aproximadamente 100 fémeas adultas foram colocadas em
placas de Petri forradas com papel filtro previamente umedecido. As
ninfas paridas foram coletadas com auxilio de um pincel e repassadas
para plantulas de aveia sem virus para formar col6nias. As coldnias
foram mantidas em plantas de aveia em cdmaras com fotoperiodo de 12
horas e temperatura média didria de 19,5°C com minima de 13,5°C e

maxima 22,5°C.
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2.3 Material vegetal

Plantas de aveia preta (Avena strigosa — cultivar Agro
Zebu) e trigo (Triticum aestivum — cultivar Embrapa 16) utilizadas nos
experimentos foram cultivadas em vasos de 1,5 L de substrato de solo
peneirado e adubado de acordo com a recomendagdo da cultura. Apos a
emergéncia, foram feitos desbastes, deixado apenas cinco plantas por

vaso.

2.4 Isolados virais

Nos anos de 2007, 2008 e 2009 foram realizadas coletas de
plantas com sintomas tipicos de B/CYDV em diferentes localidades dos

estados da Regido Sul do Brasil e do sul do Mato Grosso do Sul (Figura
1).
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Figura 1 — Mapa dos pontos de coleta de plantas com sintomas de
B/CYDV em diferentes localidades de regides
produtoras de cereais de inverno do Brasil.

(*) Locais de coleta dos isolados.
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Do material coletado, foram selecionados aleatoriamente
35 isolados virais para serem caracterizados, sendo 23 oriundos de
plantas de aveia, um de azevém, dois de plantas de cevada e nove de

trigo.

A obten¢do dos isolados virais caracterizados foi realizada
a partir de plantas com sintomas da virose ou de afideos coletados no

campo.

As plantas foram encaminhadas ao laboratério de
entomologia da Embrapa Trigo, em Passo Fundo - RS, onde foram
transplantadas e mantidas em telado. Individuos de populagdes
aviruliferas criadas em laboratorio foram utilizados para a aquisi¢do e
transmissdo do potencial isolado viral. Os afideos permaneceram sobre
essas plantas por um periodo de 48 horas para aquisicdo. Apds foram
repassados para plantas de aveia ou trigo, obedecendo o hospedeiro
original, onde permaneceram por 72 horas para transmissao. Apds esse
periodo os afideos foram eliminados através de pulverizacdo das
plantas com inseticida Nuvan (Diclorvés) na dose 6 ml.L! de 4gua e as
plantas, colocadas para crescer por duas semanas, em telado anti-

afideo.

Na obtencdo de isolados a partir de afideos trazidos do
campo foram realizadas transmissdes direta para plantas respeitando-
se 0 hospedeiro original. Assim, afideos oriundos de plantas de trigo
foram transferidos para plantas de trigo e afideos oriundos de plantas

de aveia transferidos para plantas de aveia.

Tanto na obtengdo de isolados a partir de plantas quanto de

afideos, quando um terceiro hospedeiro estava envolvido, a
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transferéncia foi realizada para a aveia, pois nesta espécie, geralmente,

os sintomas sdo mais facilmente visualizados do que no trigo.

Cada planta foi testada separadamente a fim de identificar
a espécie viral presente. Para identificacdo das espécies de B/CYDV
utilizou-se a técnica de DAS-Elisa (Doble Antibody Sandwich -
Enzyme Linked Imunosorbent Assay). Foram utilizados anti-soros
monoclonais (Agdia Inc. Elkhart-in-USA), anti BYDV-PAV, BYDV-
MAYV e CYDV-RPV, conforme o protocolo estabelecido por Clark &
Adams (1977). A reagdo colorimétrica foi quantificada em
espectrofotometro de placa, leitora de Elisa, modelo Rosys Anthos

2010 com leitura da absorbancia de 405 nm.

Cada linhagem hospedeiro-vetor foi considerada um
isolado, o qual foi mantido por meio de sucessivas transmissoes.
Plantas contendo os isolados virais foram mantidas em gaiolas, para
evitar infestagdes de afideos e outros insetos, em cadmaras com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura média didria de 19,9°C com

minima de 15,4°C e maxima 24,4°C.

Cada i1solado foi identificado utilizando-se o numero de

coleta, vetor preferencial e hospedeiro original (Tabela 1).

Tabela 1 - Procedéncia e hospedeiro de origem dos isolados virais
caracterizados

Cod.  Isolado Localidade UF GPS Hosp. Data
-28°13°33.77 .
1 40 Rp Passo Fundo RS 5204°10.7” Aveia  12/07/07
-28°42°54.34” .
2 45 R.p Bossoroca RS 2549533117 Trigo  28/08/07
3 51Rp Porto Xavier RS ~27°54748.27 Aveia  29/08/07

-55°07°59.3”
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-27°45'49.6"

28 356 R.p Trés de Maio RS 54°15'56.9" Aveia  09/10/08
29 366Rp Sio Borja RS gg‘;i; é Trigo  10/10/08
30 372Rp Coxilha RS b l0i%. Azevem 05/09/08
31 373Rp Coxilha RS TS liT. Aveia  05/09/08
32 374Rp Coxilha RS b ldie. Covada 05/09/08
33 374Sa Coxilha RS 5 ldi%. Covada 05/09/08
34 407Rp. Coxilha RS 25 l0oia. Avein  10/07/09
35 408Rp. Coxilha RS TS lT. Aveia 1000709

2.5 Producao de inéculo

Para cada isolado caracterizado, fez-se a multiplica¢do da
fonte de indculo, separadamente. A etapa de aquisi¢do de virus foi
realizada em placas de Petri com papel previamente umedecido, onde
foram colocados fragmentos das plantas reservatorios e, sobre essas,
afideos aviruliferos da espécie que originalmente havia transmitido
mais eficientemente o isolado viral. Os afideos permaneceram sobre os
fragmentos por um periodo de 48h para aquisi¢do das particulas virais.

Apbs o periodo de aquisic@o, os afideos foram passados
um a um com auxilio de pincel para plantulas de trigo ou aveia,
obedecendo ao hospedeiro original. Utilizou-se trés vasos com cinco
plantas cada, sobre as quais foram colocados cinco afideos em cada
uma a fim de, ao se alimentar, transmitirem o virus. Essas plantas

foram isoladas uma a uma com gaiolas de acrilico. Os afideos
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permaneceram sobre as plantas por um periodo de 72 horas para
transmissdo das particulas virais. Durante o periodo de aquisi¢do e de
transmissdo as plantas foram mantidas em camara climatizada com
temperatura média de 19,3°C com minima de 12,5°C e maxima de 24,0°C
e fotoperiodo de 12 horas. Apos o periodo de transmissao, os afideos
foram eliminados.

15 dias apos a infestagdo com pulgdes viruliferos, estimou-
se o titulo viral das plantas por meio de DAS-Elisa, realizado por vaso,
juntando-se sub-amostras de folhas das cinco plantas de cada vaso.
Plantas dos vasos cuja leitura em absorbancia em leitora de Elisa
foram similares, foram utilizadas como indculo viral no teste de
transmissdo, a fim de tornar o experimento o mais homogéneo

possivel.

2.6 Determinacao da eficiéncia da transmissio e patogenicidade

A fim de determinar a eficiéncia da transmissio,
fragmentos das plantas infectadas com o BYDV-PAV foram
disponibilizadas para afideos das cinco espécies (R. padi, S. avenae, S.

graminum, M. dirhodum ¢ S. maydis), separadamente.

Foram utilizados quatro vasos com cinco plantas, para
trigo e aveia, sobre as quais foram colocados para se alimentar trés
afideos por planta. As etapas do processo de montagem dos testes

(Figura 2) foram realizadas conforme descrito no item 2.5.
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Aplicagdo de Incubacio Avaliagdo
inseticida

Figura 2 — Etapas dos testes de transmissdo e patogenicidade.

2.7 Delineamento experimental

Os ensaios foram organizados em delineamento
inteiramente casualizado, utilizando-se quatro vasos (repetigdes) com
cinco plantas para cada combinagdo isolado X planta hospedeira X
vetor, € cinco plantas para a combinagdo vetor avirulifero X planta
hospedeira, além de um controle para trigo e um para aveia, 0s quais

ndo receberam afideos.
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2.8 Variaveis analisadas

A avaliacdo dos sintomas foi realizada visualmente para
cada uma das plantas aos 15, 30 e 45 dias apds a transmissao. A coleta
para analise sorologica (concentracdo de virus na planta) foi realizada
por vaso, juntando-se sub-amostras de folhas das cinco plantas de cada
vaso, 30 dias apds a transmissao.

A reagdo colorimétrica foi quantificada por absorbancia
em espectrofotometro de placa, leitora de Elisa, modelo Rosys Anthos
2010, a 405 nm. Considerou-se a reagdo positiva quando o valor da
absorbancia da amostra foi superior a duas vezes o valor da
absorbancia do controle negativo (planta de trigo e aveia livres de
virus) de cada placa.

Para fins de comparagcdo de capacidade de infecgdo foi
utilizado o conjunto de dados relativo ao vetor mais eficiente.

Visando comparar a patogenicidade de cada isolado em
trigo e aveia, a média de quatro vasos calculada a partir dos valores da
leitura em absorbancia (405 nm) e percentual de plantas infectadas
foram submetidas a comparacdo de médias.

A eficiéncia de transmissdo foi calculada pela razio entre o
namero de plantas infectadas (sintomas e DAS-Elisa positivos) e o total

de plantas inoculadas.

2.9 Analise dos dados

Comparagdes de médias foram realizadas utilizando o

programa Assistat — Programa de assisténcia estatistica (Departamento
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de Engenharia Agricola/Centro de Tecnologia e Recursos Naturais/
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG) (SILVA, 1996;
SILVA & AZEVEDO, 2002, 2006, 2009).

Analises de correlacdo e graficos foram realizados com

auxilio do programa Microsoft Excel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos trinta e cinco isolados caracterizados, vinte e trés
foram provenientes de plantas de aveia, nove de trigo, um de azevém e
dois de cevada. Todos os isolados obtidos de plantas de aveia, trigo,
cevada e azevém com sintomas tipicos da virose, das regides
produtoras do pais apresentaram DAS-Elisa positivo para BYDV-
PAV. Os sintomas foram mais visiveis em plantas de aveia, embora,
plantas de trigo, cevada e azevém também exibissem sintomas, porém,

menos pronunciados.

3.1 Transmisséo

R. padi, S. avenae e M. dirhodum foram vetores eficientes
dos 35 isolados avaliados. Nenhum dos isolados foi transmitido por S.

graminum e S. maydis.

Os isolados foram mais eficientemente transmitidos por R.
padi, sendo a média de transmissdo considerando o conjunto de dados

obtidos para aveia e trigo de 94,3%. Para plantas de trigo a eficiéncia
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média de transmissao foi de 94,3% com variagdo entre 50% a 100%,
sendo que para 19 isolados a percentagem de plantas infectadas
quando infestadas com esse vetor foi de 100%. Dez isolados ficaram
entre 80% e 95% e apenas um isolado teve taxa de infectividade
abaixo da média aos 45 dias, que foi de 50% (isolado 69 R.p). Em
plantas de aveia observou-se o mesmo padrdo, onde a média de
transmissdo por R. padi entre os isolados foi de 94,5%, entretanto com
uma variagdo menor entre isolados aos 45 dias, que foi de 75% a
100% de plantas infectadas. Para 31 dos 35 isolados inoculados em
plantas de aveia por R. padi observou-se taxa de transmissibilidade de

90% a 100% e 4 apresentaram de 75% a 85% das plantas infectadas.

R. padi vem seguido de S. avenae e M. dirhodum, que
foram capazes de transmitir os isolados testados, sendo observado
percentual de transmiss@o de 76,1% por S. avenae (79,2 % para trigo;
77,0% para aveia) e 63,4% de plantas infestadas com M. dirhodum
(65,1% para trigo e 61,7% para aveia) (Figura 3).
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Figura 3 - Estimativa da eficiéncia de transmissdo de isolados de
BYDV-PAV por espécies de afideos vetores. Média dos
35 isolados analisados em trigo e aveia.

No sul do Brasil, os primeiros estudos de
transmissibilidade relatavam ocorréncia de espécies de BYDV
transmitidas por M. dirhodum, S. avenae, R. padi, R. maidis e S.
graminum, sendo que as espécies transmitidas eficientemente por M.
dirhodum, S. avenae e R. padi eram dominantes, enquanto que R.
maidis e S. graminum apresentaram baixa eficiéncia (CAETANO,
1972). No presente estudo a espécie que apresentou maior percentual
de transmissdo foi R. padi. Da mesma forma S. avenae ¢ M. dirhodum
foram vetores eficientes, com percentuais de transmissao superiores a

50%, enquanto S. graminum nao transmitiu o virus (Tabela 2).
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O perfil de transmissao multiplo, ou seja, transmissao por
varias espécies de afideos, observado para os isolados testados ¢
caracteristico de BYDV-PAV. Assim como observado para a
populagdo atual, um perfil multiplo de transmissdo foi também
observado nos anos 70. Embora, ndo existam dados sorologicos e
moleculares, o perfil de transmissdo dos anos 70 é compativel com a

espécie BYDV-PAV.

Nos testes de transmissdo realizados por Caetano (1972),
foram utilizados 10 afideos por planta. Para os testes realizados nesse
trabalho, apenas trés afideos foram utilizados. O nimero de afideos
colocados sobre as plantas altera a probabilidade de transmissao, isto
porque quanto maior o nimero de afideos maior a probabilidade de ter
pelo menos um individuo virulifero e maior a probabilidade dos
individuos viruliferos efetuarem com sucesso o evento de transmissao.
Em uma populagdo de 10 afideos/planta, a probabilidade de se ter
individuos viruliferos € maior do que uma populagdo de trés
afideos/planta. Gomes (2006) estudando os niveis de infestacdo de
zero, dois e dez pulgdes viruliferos por planta na cultivar Embrapa 16,

observou diferencas significativas no indice da virose.

Bianchin et al. (2008) relatam que plantas infestadas com
dez afideos apresentaram maior concentragdo viral, no entanto, nio
difere das infestagdes com cinco afideos. Ja a transmissdo feita com
trés afideos foi menos eficiente que a transmissdo com dez, mas nao

foi diferente estatisticamente da transmissdo com cinco afideos.

Portanto, o fato de Caetano (1972) ter encontrado maiores

percentuais de transmissdo para as trés espécies vetoras, pode ser
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devido a maior eficiéncia de transmissdo das espécies preponderantes
na época, como também pode ser decorrente do nimero de afideos

utilizados nos testes caracterizando alta pressao de inoculo.

Tabela 2 - Comparativo entre percentuais de
transmissdo pelas principais espécies vetoras
em 1972 (CAETANO, 1972) e 2010 em
plantas de trigo

Espécies de Afideos 1972 2010
M. dirhodum 100% 65,1%
S. avenae 100% 75,2%
R. padi 100% 94.,2%
S. graminum 33% 0%

Nenhum isolado testado foi transmitido pelo clone de S.
graminum utilizado no experimento, entretanto, clones de S.
graminum oriundos do campo sdo capazes de transmitir BYDV-PAV
em testes diretos de transmissdo (GRAY et al., 1998). Populagdes
clonais de S. graminum podem diferir na sua habilidade de transmitir
essa virose, sendo vetor eficiente da estirpe SGV e em menor grau
transmite PAV (GRAY et al., 1998). Segundo Gray et al. (1998), uma
populagdo clonal de S. graminum da Carolina do Sul ndo transmitiu
qualquer sorotipo de BYDV, enquanto que populacdes coletadas em
outras localidades foram eficientes vetores (GILL, 1969; JOHNSON
& ROCHOW, 1972). Segundo Rochow (1969) ha especificidade na
relacdo entre as espécies do virus e as espécies do vetor (MILLER &
RASOCHOVA, 1997), entretanto, esta especificidade do vetor ndo ¢

absoluta. Estudos tém demonstrado que dentro de uma dada espécie
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de pulgdo, clones podem diferir em suas habilidades para transmitir
virus (SADEGHI et al., 1997).

Na literatura, S. maydis ¢ relatada como sendo uma
espécie capaz de transmitir viroses pertencentes ao género Luteovirus
(BYDV) (BLACKMAN et al, 1990; BLACKMAN & EASTOP,
2000). Na Argentina (DELFINO, 2002; ALEMANDRI & TRUOL,
2009) e Bulgaria (KR”STEVA & BAK”RDZHIEVA, 2000) ha relatos
de transmissdo de BYDV-PAV por essa espécie, entretanto, no
presente estudo essa espécie ndo transmitiu nenhum dos isolados de
BYDV-PAYV testados (Figura 3).

A ineficiéncia de S. maydis e S. graminum na transmissao
do virus ndo foi devido a mortalidade ou ao fato dessas espécies nao
terem se alimentado nas plantas testes, pois, no momento da
eliminacdo dos afideos, ambas as espécies estavam sobre as plantas

alimentando-se.

Embora, tenham ocorrido variagdes de um isolado para
outro, para a maioria, entre os vetores, manteve-se o mesmo padrdo de
transmissdo, onde R. padi, com maior ou menor percentual de
transmissdo manteve-se como vetor preferencial dos isolados de
BYDV-PAV testados, seguido por S. avenae e M. dirhodum, com
ressalvas aos isolados 13 e 26 para os quais S. avenae foi mais
eficiente como vetor para plantas de aveia e trigo respectivamente.
Para os isolados 2, 17, 21, 23 e 34 para plantas de trigo e para isolados
17, 21 para plantas de aveia M. dirhodum foi mais eficiente vetor que
S. avenae, entretanto R. padi se manteve como vetor mais eficiente

para esses isolados.
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Quando houve redugdo na taxa de transmissdo de uma
espécie, houve também redugao na transmissao das demais tanto para

trigo quanto para aveia (Figuras 4 e 5).
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3.2 Patogenicidade

Todos os isolados foram capazes de infectar trigo e aveia.
Nas plantas de aveia infestadas com afideos viruliferos foram
visualizados sintomas como avermelhamento das folhas do apice para
a base e enrijecimento do limbo foliar (Figura 6A) similar aos
sintomas observados no campo, ja descritos na literatura (BURNETT
& MEZZALAMA, 1983; CAETANO, 1972; FIGUEIRA, 1997,
MILLER & RASOCHOVA, 1997; CASA et al., 2000).

Em plantas de trigo (Figura 6B) os sintomas mais
evidentes foram amarelecimento do limbo foliar, redu¢do da massa
foliar e reduc¢do da estatura devido ao encurtamento dos entrenos,
conforme relatado por D’arcy, (1995), além de atraso no ciclo de
desenvolvimento em relagdo as plantas infestadas com afideos
aviruliferos e plantas ndo infectadas.

Com base nos resultado obtidos a partir de transmissdes
utilizando valores referentes a R. padi (vetor mais eficiente) em
média, ndo houve diferenca entre o periodo de incubagdo do virus

entre os hospedeiros (Tabela 3).
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Figura 6 - Sintomas causados por Barley yellow dwarf virus — PAV

em plantas de aveia e trigo.

A) Planta de aveia

apresentando sintomas tipicos de avermelhamento e
enrijecimento do limbo foliar, com folha lanceolada. B)
Sintomas em plantas de trigo, em Bl plantas infectadas
apresentando reducdo da massa foliar e de estatura e em

B2 plantas controle, sem infecc¢ao viral.

Tabela 3 - Percentagem média de plantas com sintomas
de BYDV-PAYV nas trés avaliagdes realizadas em trigo e

aveia
Avaliacdo de sintomas Aveia Trigo
15 dias 29.7 a 212 a
30 dias 87,2 a 86,5 a
45 dias 94,4 a 942 a

(a) médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem pelo Teste

T ao nivel de 5% de probabilidade.

O periodo de incubacdo (Plsgy), estimado por equagdo

linear, foi de 21,5 dias para a aveia e 22 dias para o trigo (Figura 7).
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Figura 7 - Relagdo entre percentual de plantas de trigo e aveia com
sintomas.

Esse comportamento de similaridade nos percentuais de
plantas com sintomas, entre os hospedeiros testados, se evidenciou na
segunda avaliagdo (30 dias) (Figura 8), onde os isolado mantiveram a
média de 87% de plantas infectadas, com exce¢do do isolado 3 no
qual ndo foi observada plantas de trigo com sintomas, € em plantas de
aveia o percentual foi baixo (55%), quando comparado aos demais
isolados nesse periodo. Os demais isolados mantiveram diferenca de

até 30% entre os hospedeiros.
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Figura 8 — Valores referentes a diferenca entre trigo e aveia quanto
ao percentual de plantas com sintomas 30 dias apds a
inoculacdo, a partir de dados referentes ao vetor mais
eficiente.

Aos 45 dias (ultima avaliagdo), a média de plantas
apresentando sintomas foi de 97% tanto para plantas de aveia quanto
de trigo, mantendo o padrdo de similaridade, com diferengas nos
percentuais de plantas de trigo e aveia infectadas entre 0% e 15%,
com ressalvas ao isolados 3 que apresentou diferenga de 45% entre os
hospedeiros (Figura 9), mantendo o baixo percentual das avaliacdes

anteriores.
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Figura 9 — Valores referentes a diferenca entre trigo e aveia quanto
ao percentual de plantas com sintomas 45 dias apos a
inoculacdo, a partir de dados referentes ao vetor mais
eficiente.

Analises soroldgicas realizadas em plantas de aveia e trigo
por DAS-Elisa, confirmou a infec¢do por BYDV-PAV para os dois
hospedeiros utilizados.

A partir da comparacdo de médias pelo Teste T, entre trigo
e avela, realizada através da analise dos valores médios de
absorbancia obtidos de transmissdes do vetor mais eficiente (R. padi),
observou-se que ndo houve diferenca entre os hospedeiros (Figura 10),
com excec¢do dos isolados 366 R.p; 204-206 R.p; 57 S.a; 408 R.p; 210

R.p os quais plantas de trigo infectadas com esses isolados
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apresentaram maior concentragdo viral do que plantas de aveia. Para
os isolados 184-185 R.p; 216-217 S.a; 334 S.a; 72 R.p; e 69 R.p,
plantas de aveia apresentaram maior concentracdo viral em relacdo as
plantas de trigo, havendo correlagdo entre os valores obtidos em

plantas de trigo e aveia (r = 0,768) (Figura 11).
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Diferenca entre valores de absorbancia em aveia e trigo

Figura 10 — Diferencas entre as médias do ELISA dos 35 isolados

analisados pelo Teste T.
(*) Isolados cujo valor da absorbancia obtida por DAS-Elisa diferiram
significativamente entre trigo e aveia.
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11 — Correlagao entre valores obtidos por DAS-Elisa para trigo e

aveia, considerando o vetor mais eficiente.

4 CONCLUSOES

b

2)

3)
4)

R.padi foi o vetor mais eficiente, independentemente do
isolado e do hospedeiro.

Nenhum dos isolados foi transmitido por S. graminum e S.
maydis.

BYDV-PAYV apresentou perfil de transmissdo multiplo.
Todos os isolados foram capazes de infectar e causar

sintomas da virose em trigo e aveia.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados obtidos no presente trabalho,
considera-se que assim como em outras importantes regides
produtoras de cereais de inverno do mundo, BYDV-PAV tem
sido a espécie predominante nas condi¢des brasileiras tanto em
aveia como em trigo, observando-se a presenca de outras
espécies como BYDV-MAV e CYDV-RPV com menor
frequéncia.

Um dos atributos que podem explicar a prevaléncia
dessa espécie ¢ o multiplo perfil de transmissdo por espécies,
que estdo presentes no campo durante o ano todo (R. padi) e
presenca de espécies de final do ciclo da cultura (S. avenae e M.
dirhodum), além da capacidade de infectar aveia e trigo.

A presenga marcante de R. padi sobre plantas
voluntarias de trigo e aveia e lavouras implantadas de cereais de
inverno, estando presente desde a implantagdo das cultura no
campo e o fato de ser a espécie mais eficiente na transmissdo de
BYDVs, sendo responsavel pela transmissdao dessa virose para
trigo e aveia ainda na fase de plantula, periodo no qual as
plantas sdo mais suscetiveis ao dano ocasionado pela virose,
presume-se ser essa a espécie vetora de maior importancia nas
condicdes brasileiras.

S. avenae ¢ observado no campo a partir dos meses
de inverno e primavera, periodo em que a cultura do trigo esta
na fase de espigamento. Embora transmita BYDV-PAV, o
impacto a cultura ¢ menor devido a presenca desse vetor em um

periodo adiantado de desenvolvimento das culturas.
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Tampao de Extracdo (EXTRACTION BUFERR - dissolvido em

1000 mL de PBST (1x))

Sulfito de sodio

Polyvinylpyrrolidona (PVP) MW 24 — 40,000
Azida sodica

Albumina (POWDERED EGG — Chicken)
Tween 20

pH ajustado para

ANEXO 2

1,3¢g
20,0 g
0,2¢g
20¢g
20,0 g
7,4

Tampao de cobertura ou tampao de revestimento (COATING

BUFFER) — dissolvido em 1000 mL de 4gua destilada

Carbonato de sddio
Bicarbonato de sddio
Azida sodica

pH ajustado para

1,59 ¢
295¢
02¢g
9,6
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ANEXO 3

Tampao de lavagem (PBST) — dissolvido em 1000 mL de agua
destilada

Cloreto de sédio 8,0¢g
Fosfato de sodio, dibasico (anidro) 1,15¢g
Fosfato de potassio, monobasico 02¢g
Cloreto de potassio 02¢g
Tween 20 0,5¢g

pH ajustado para 7,4
ANEXO 4

Tampao para o conjugado ECI BUFFER — dissolvido em 1000
mL de

PBST

Soro albumina bovina (BSA) 20¢g
Polyvinylpyrrolidona (PVP) MW 24 — 40,000 20,0 g
Azida sodica 02¢g
pH ajustado para 7,4
ANEXO 5

Tampao para o substrato (PNP Buffer) — dissolvido em 800 mL
de

agua destilada

Cloreto de magnésio 0,1g
Azida sodica 02¢g
Dieta nolamina 97,0 mL

pH ajustado para (volume final para 1000 mL) 9,8



