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OCORRENCIA DO Barley yellow dwarf virus e Cereal yellow
dwarf virus, TRANSMISSIBILIDADE DO BYDV-PAV PELO
PULGAO Rhopalosiphum padi E REACAO DE CULTIVARES

DE TRIGO AO COMPLEXO VIRUS/VETOR

VANIA BIANCHIN', JUREMA SCHONS? E JOSE ROBERTO
SALVADORI®

RESUMO - Muitas sdo as enfermidades que provocam reducgdes do
rendimento do trigo (Triticum aestivum L.) e a virose conhecida como
nanismo amarelo da cevada (VNAC), causada por Barley yellow
dwarf virus (BYDV) e Cereal yellow dwarf virus (CYDV) € a doenca
viral mais importante dos cereais de inverno. Com o objetivo de
verificar a ocorréncia das espécies de BYDV e/ou CYDV foi realizado
um levantamento em regides triticolas do Brasil. Foram coletadas
plantas de trigo dos Estados de Mato Grosso do Sul, Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Com a utilizacdo da técnica de DAS-
Elisa, foi possivel observar a presenca de BYDV-PAV, CYDV-RPV
e plantas com infec¢des mistas de BYDV-PAV e CYDV-RPV,
distribuidas em 14 dos 18 pontos de coleta. Objetivando verificar a
reacdo dos genotipos de trigo, foram testadas 21 cultivares. Avaliou-se
titulo viral, nimero de afilhos por planta, estatura, massa da matéria

seca da parte aérea e radicular, rendimento, componentes do

' Eng".-Agr"., mestranda do Programa de Pés-graduacio em Agronomia (PPGAgro)
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade de
Passo Fundo (UPF), Area de Concentracdo em Fitopatologia.

? Orientadora, Biéloga, Doutora em Ciéncias Biol6gicas, professora do PPGAgro da
FAMV e ICB/UPF.

’ Co-orientador, Eng.-Agr., Doutor em Entomologia., professor da PPGAgro e
FAMYV da UPF e pesquisador da Embrapa-Trigo.



rendimento e indice de doenga, obtido através da incidéncia e
severidade dos sintomas nas plantas. Danos significativos foram
observados em todas as caracteristicas avaliadas. O rendimento foi o
fator mais afetado com reducdo média de 47,94%. Fundacep 50, BRS
Angico, BRS Guabiju e Embrapa 16 foram altamente suscetiveis e
Onix, BRS Timbatva e Fundacep Nova Era apresentaram menor
suscetibilidade, no entanto, ndo foram identificadas cultivares
tolerantes ou resistentes ao complexo BYDV-PAV/vetores
(Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae e Schizaphis graminum). A
transmissdo do BYDV-PAV pelo afideo Rhopalosiphum padi foi
estudada em ensaios conduzidos sob condi¢des controladas. A
finalidade foi verificar a influéncia da temperatura e do tempo na
movimentacdo e replicacdo do virus na planta, apds a transmissao.
Independente da temperatura, a base das folhas contém menor
concentracdo viral que a raiz e maior que o dpice das folhas. Cinco
dias apds a inoculagdo, foram detectados altos titulos virais no sistema
radicular. O tempo de 12 horas foi menos eficiente para transmissao
que os tempos de 24, 36 e 48 horas. Os maiores titulos virais
ocorreram quando as plantas foram infestadas com cinco e dez

afideos, um unico afideo transmissor teve menor eficiéncia.

Palavras-chave: BYDV, CYDV, Triticum aestivum, ocorréncia,

inoculagao.



BYDV AND CYDV EPIDEMIOLOGY, APHID
TRANSMISSION AND REACTION OF BRAZILIAN WHEAT
CULTIVARS TO THE VIRUS

VANIA BIANCHIN, JUREMA SCHONS E JOSE ROBERTO
SALVADORI
ABSTRACT - There are many diseases causing yield losses in wheat
(Triticum aestivum L.) and, Barley yellow dwarf virus (BYDV) and
Cereal yellow dwarf virus (CYDV) are the most important viral
diseases of winter cereals. The first aim of this work was to identify
the occurring species of BYDV and CYDV in some wheat growing
regions of Brazil, collecting plants from Mato Grosso do Sul, Paran4,
Santa Catarina and Rio Grande do Sul states, using monoclonal
antibodies for DAS-ELISA diagnosis. It was observed the presence of
BYDV-PAV, CYDV-RPV and plants with mixed infections of
BYDV-PAV and CYDV-RPV in all sampled regions. A field
experiment was conducted at the National Wheat Research Center
(Embrapa Trigo) and 21 wheat cultivars were used to determine their
susceptibility and tolerance. Evaluated traits were grain yield, yield
components, number of tiller per plant, plant height, and weight of
above ground plant parts and roots dry matter, virus titer and disease
index obtained through disease incidence and severity of symptoms on
plants. It was observed significant damage in all evaluated agronomic
characteristics. Grain yield was the most affected characteristic with
an average reduction of 47,94%. Fundacep 50, BRS Angico, BRS
Guabiju and Embrapa 16 were highly susceptible and Onix, BRS
Timbatva and Fundacep Nova Era less susceptible. None of the tested

cultivars showed tolerance to the virus/vector complex. BYDV-



PAV/vectors (Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae e Schizaphis
graminum). The BYDV-PAV transmission by the aphid
Rhopalosiphum padi was also studied under controlled conditions.
Temperature and the influence of time after inoculation on virus
movement and replication were evaluated. Different parts of the plants
were tested for virus titer purposes. Virus titer from the basal part of
the leaves was lower than from the roots and higher than from the tip
part of the leaves. Five days after virus inoculation, the virus had
already been translocated to the root system. Time of inoculation was
also compared and checked for virus detection purposes. Twelve hours
after inoculation was less effective than 24, 36 and 48 hours. A single
aphid was less efficient for transmitting the virus, and the highest
virus titer was observed when plants were infested with five and ten

aphids.

Keywords: BYDV, CYDV, Triticum aestivum, occurrence,

inoculation



1 INTRODUCAO

A cultura do trigo, especialmente na regidao sul do Brasil,
desempenha papel fundamental na agricultura devido a utilizacdo da
drea na estacdo de inverno, podendo agregar maior renda a
propriedade e contribuir para cobertura do solo no periodo chuvoso e
mais sujeito a erosao.

A fim de equilibrar custo-beneficio, a cultura de inverno deve ter
baixo custo de producgdo, sendo ideal o uso de cultivares resistentes as
principais pragas e doencas. A virose do nanismo amarelo da cevada
causada por Barley yellow dwarf virus (BYDV) e Cereal yellow dwarf
virus (CYDV) € a enfermidade viral mais disseminada em todos os
paises produtores de cereais de inverno. Sob o ponto de vista
econdmico € a virose mais importante, causando perdas em cultivos de
todo o mundo.

Muitos estudos, ainda se fazem necessdrios para elucidar davidas
em relacdo a esta doenca nas condi¢des de cultivo do Brasil. Esse
patossistema € bastante complexo e influenciado por varios fatores,
tais como condi¢des climaticas, hospedeiros, disseminacio e espécies
predominantes de afideos vetores e diversidade das espécies virais.

No Brasil, até o presente momento, poucos foram os trabalhos
realizados e, portanto ndo existe um conjunto consistente de estudos
sobre a reacdo do germoplasma de trigo ao BYDV e/ou CYDV.

Os objetivos deste trabalho foram:

Verificar a distribuicao das principais espécies de BYDV e/ou

CYDV nas regides triticolas do Brasil, incluindo os Estados mais



importantes na producao, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e
Mato Grosso do Sul.

Caracterizar a reacdo de 21 cultivares de trigo em relacdo ao
complexo BYDV e/ou CYDV/afideos.

Estudar o movimento do BYDV-PAV na planta em funcdo do
regime térmico e efeito do tempo de acdo e do nimero de vetores

(Rhopalosiphum  padi) na transmissdo do virus em trigo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA E PERSPECTIVAS PARA A
CULTURA DO TRIGO

O trigo ocupa o segundo lugar no cendrio da produgdo e do
consumo mundial de grdos, sendo superado somente pela cultura do
milho. A taxa de crescimento do consumo tem sido maior que a da
producdo nos ultimos dez anos, ocasionando diminui¢do dos estoques
mundiais, sinalizando precos mais elevados para as proximas safras
(ASSESSORIA..., 2007).

A produgdo brasileira de trigo na safra de 2007/2008 foi de
3.831,4 milhdes de toneladas, superior a safra anterior em 71,5% com
um acréscimo da drea plantada de apenas 3,5%. Isto representou a
recuperacdo do potencial produtivo, o qual havia sido prejudicado na
safra 2006/2007 por condi¢des climdticas adversas que influenciaram
diretamente e indiretamente (como a ocorréncia de pragas e doengas) o
desempenho das lavouras de trigo (COMPANHIA..., 2008).

No Brasil, hd a estimativa de estabilizacdo no crescimento da drea
plantada de trigo, o que deverd manter a producdo até 2015 sem
grandes alteragdes (ASSESSORIA..., 2007). O consumo interno tende
a continuar em crescimento, devido ao aumento populacional e do
consumo per capita, determinando maior volume de importacdao
(ASSESSORIA..., 2007). Os estoques nacionais do grdo vém

diminuindo desde o ano de 2000, exceto na dltima safra em que houve



acréscimo em relagdo ao ano anterior, no qual havia ocorrido quebra
na produgcdo (COMPANHIA..., 2008).

O Brasil cultivou, no periodo de 1999 a 2003, uma area média que
nao ultrapassou 1,72 milhdo de hectares (17,2% da érea apta
disponivel para o cultivo de trigo) com producdo média que atendeu,
apenas 32,7% do consumo interno desse produto, estimado pela
Companhia Nacional do Abastecimento (Conab) em 10,1 milhdes de
toneladas para 2003 (BISOTTO, 2005).

De acordo com estudo realizado por Ignaczak et al. (2006) a area
triticola brasileira modificou com o passar dos anos. Em 1975, a
regido sul do Brasil era responsavel por 97,9% do trigo produzido no
pais, sendo 69,4% no Rio Grande do Sul, 27,5% no Parand e 1,0% em
Santa Catarina. Em 1989 houve uma grande expansdo da darea
cultivada no centro-oeste representando 15,0% da area total do pais;
naquele ano, o Rio Grande do Sul participou apenas com 26,3%. Ja
em 2003 aumentou o nimero de estados produtores no centro-oeste,
mas diminuiu a 4rea cultivada para 8,9%, ficando a regido sul com
91,1%, da qual o Parana teve 52,0%, o Rio Grande do Sul 35,7% e
Santa Catarina 3,4%. Na safra 2007/2008 a regido sul foi responsével
por 93,8% da drea cultivada, destes, 48,4% estdo no Estado do Paran4,
399% no Rio Grande do Sul e 55% em Santa Catarina
(COMPANHIA..., 2008).



2.2 PRINCIPAIS DOENCAS VIRAIS DO TRIGO

A doenca causada pelo Barley yellow dwarf virus (BYDV) e /ou
Cereal yellow dwarf virus (CYDV) (INTERNATIONAL..., 2008) ¢
conhecida no Brasil por virose do nanismo amarelo da cevada
(VNAC) (CASA et al, 2000). Estes virus sdo transmitidos por vdrias
espécies de pulgdes (Hemiptera, Aphididae) e estd entre as viroses
mais importantes dos cereais de inverno, juntamente com 0 mosaico
comum do trigo causado por Soil-borne wheat mosaic virus
(SBWMYV) e Wheat spindle streak mosaic virus (WSSMV),
transmitidos pelo fungo Polymyxa graminis. O Barley stripe mosaic
virus (BSMV), transmitido por sementes € mecanicamente € o Wheat
streak mosaic virus (WSMYV), transmitido pelo 4dcaro Aceria tosichela
(GILCHRIST-SAAVEDRA et al., 2005). No Brasil, até o presente
momento, foram identificados somente BYDV, CYDV (CAETANO,
1972) e SBWMYV (CAETANO, 1982).

As doencas causadas por virus, bem como aquelas causadas por
outros patdgenos, sdo resultantes de uma interacio entre estes, a planta
hospedeira e o ambiente. Além desta interacdo, no caso das
fitoviroses, os vetores também exercem um papel de grande relevancia
na epidemiologia da doenca (REZENDE & MULLER, 1995).

Geralmente, os sintomas causados por doencas virais sao
facilmente distinguidos daqueles causados pelas demais enfermidades
das plantas (ZILLINSKY, 1983). No entanto podem ser confundidos
com diversos problemas fisiolégicos, como, por exemplo, estresse

hidrico, umidade excessiva, deficiéncia de nutrientes, dentre outros
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(FIGUEIRA, 1997). Além do mais, os sintomas das viroses sdo muito
parecidos entre si, sendo praticamente impossivel diferencid-las sem
ajuda de testes laboratoriais. A determinacdo do meio de transmissao
pode ser de grande ajuda para uma avaliacdo preliminar

(ZILLINSKY, 1983).

2.3 Barley yellow dwarf virus e Cereal yellow dwarf virus

O Barley yellow dwarf virus foi descrito pela primeira vez no ano
de 1951 na Califérnia (OSWALD & HOUSTON, 1951), e desde
entdo, muitos sdo os estudos a respeito deste patdégeno, devido a sua
importancia nas culturas de inverno em todo o mundo (D’ARCY &
BURNETT, 1995). Contudo, poucos ainda sdo os trabalhos realizados
no Brasil e ndo existe um conjunto consistente de estudos sobre a
reacdo do germoplasma de trigo ao patégeno (BARBIERI et al., 2001).

Tanto o BYDV quanto o CYDV tém particulas isométricas com
diametro de 25 a 30 nm, constituidos de RNA de fita simples, senso
positivo. Sdo virus que ficam restritos ao floema da planta, ndo sendo
possivel sua transmissdo mecanicamente nem por sementes, €
transmitido, exclusivamente, por afideos (HULL, 2002). Entre as
diferencas do BYDV e CYDV estdo, o grau de homologia e
organizacdo génica e o mecanismos de replicacdo distinto com
diferentes nimeros de ORFs (Open Reading Frame), BYDV com
cinco ORFs e CYDV com seis ORFs (MILLER & RASOCHOVA,
1997).
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As particulas virais s@o moderadamente estdveis em relacdo a
temperatura, sua inativacdo se dd entre 45 - 75 °C. Pertencem a familia
Luteoviridae, cujo nome deriva do latim luteus que significa amarelo,
Jj& que o sintoma predominante em plantas infectadas € o

amarelecimento (INTERNATIONAL..., 2008).

2.3.1 CLASSIFICACAO

Até o ano 2000, o BYDV era classificado em cinco estirpes que se
diferenciavam pela especificidade da transmissdo das espécies de
vetores, pela gama de hospedeiros e viruléncia (MARTIN &
D’ARCY, 1995). A nomenclatura das diferentes espécies de BYDV,
na época consideradas estirpes ou variantes, levava as iniciais dos
nomes cientificos dos vetores de maior eficiéncia na transmissao, nao
sendo exigida a eficiéncia de 100% (POWER & GRAY, 1995).

A classificagdo foi feita baseada em estudos realizados, nos
Estados Unidos da América, durante 35 anos em um programa
experimental chamado “Sistema BYDV Nova York”. Por exemplo,
BYDV-PAV foi assim denominado por ser transmitido eficientemente
por Rhopalosiphum padi (Linnaeus) e Sitobion avenae (Fabricius), e
menos eficientemente transmitido por Schizaphis = graminum
(Rondani). Das quatro espécies de pulgdes testadas (R. padi, S.
avenae, S. graminum e R. maidis), somente Rhopalosiphum maidis
(Fitch) néo foi capaz de transmitir BYDV-MAYV, sendo que todas as
demais foram aptas a transmissdo das cinco espécies (estirpes) de

BYDV (POWER & GRAY, 1995).
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Assim sendo, RMV devido a transmissao mais eficiente por R.
maidis; MAV por Macrosiphum avenae (reclassificado como Sitobion
avenae); SGV por S. graminum, RPV por R. padi e PAV tanto por R.
padi como por S. avenae. Todas as espécies (estirpes) de BYDV
pertenciam a familia Luteoviridae e género Luteovirus. Essas espécies
eram divididas em dois subgrupos; PAV, MAV e SGV subgrupo 1 e
RPV e RMV subgrupo 2 (MARTIN & D’ARCY, 1995) (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacdo do Barley yellow dwarf virus até o ano de

2000

Familia: Luteoviridae Estirpe

Género: Luteovirus

Sub-grupo 1
Barley yellow dwarf virus-PAV
Barley yellow dwarf virus-MAV
Barley yellow dwarf virus-SGV

Sub-grupo 2

Barley yellow dwarf virus-RPV
Barley yellow dwarf virus-RMV

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus, no ano de 2000
apresentou uma nova classificacao para o BYDV. A familia continuou
Luteoviridae, e o virus foi reclassificado em géneros distintos e em
espécies e ndo mais em estirpes. Neste processo foram acrescidas duas
novas espécies. O BYDV-PAV, BYDV-MAV e BYDV-RGV
continuaram pertencendo ao género Luteovirus. A nomenclatura do
BYDV-RPV foi alterada para virus do nanismo amarelo dos cereais
(Cereal yellow dwarf virus, CYDV-RPV) e passou a ser uma espécie
do género Polerovirus. As espécies BYDV-RMV, BYDV-GPV,
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BYDV-SGV ndo foram classificadas quanto ao género (VAN
REGENMORTEL et al., 2000) (Tabela 2).

Tabela 2 — Classifica¢do do Barley yellow dwarf virus e cereal yellow
dwarf virus do ano 2000 até 2005

Familia: Luteoviridae Espécie

Geénero: Luteovirus
Barley yellow dwarf virus-PAV
Barley yellow dwarf virus-MAV
Barley yellow dwarf virus-RGV
Geénero: Polerovirus
Cereal yellow dwarf virus-RPV
Naio classificadas quanto ao género
Barley yellow dwarf virus-RMV
Barley yellow dwarf virus-GPV
Barley yellow dwarf virus-SGV

Tabela 3 — Classifica¢do do Barley yellow dwarf virus e cereal yellow
dwarf virus vigente desde 2005

Familia: Luteoviridae Espécie

Género: Luteovirus
Barley yellow dwarf virus-PAV
Barley yellow dwarf virus-MAV
Barley yellow dwarf virus-PAS
Género: Polerovirus
Cereal yellow dwarf virus-RPV
Cereal yellow dwarf virus-RPS
Nao classificadas quanto ao género
Barley yellow dwarf virus-RMV
Barley yellow dwarf virus-GPV
Barley yellow dwarf virus-SGV

Por decisdao do Comité Internacional de Taxonomia de Virus, em
2005 foi apresentada uma nova classificacio para o BYDV, onde
continuam validas, apenas, as espécies BYDV-PAV e BYDV-MAV

no género Luteovirus com a inclusdo da espécie BYDV-PAS. O
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CYDV-RPV pertencente ao género Polerovirus, juntamente com uma
nova espécie: CYDV-RPS. O BYDV-RMV, BYDV-SGV e BYDV-
GPV continuam sem classificagao quanto ao género; todas as espécies
citadas pertencem a familia Luteoviridae (FAUQUET, 2005)
(Tabela 3).

2.4 CICLO DA DOENCA

As espécies causadoras da virose do nanismo amarelo da cevada
sdo biotrdficas, isto é, sdo replicadas em hospedeiros vivos e
sobrevivem no interior de seus vetores (AGRIOS, 1997). A planta
infectada serve como fonte de indculo, principalmente para cultivos
comerciais onde sdo registrados danos significativos. A transmissao se
da através da alimentacdo dos afideos vetores em plantas infectadas e
posterior migracdo para outras plantas hospedeiras infectando-as e
causando doenca (Figura 1) em presenca de condi¢des ambientais
favoraveis (ROCHOW, 1969).

Tém sido encontradas diferencas genéticas entre isolados de uma
mesma espécie de virus de procedéncias geogréificas distintas,
comprovando que as condigdes ambientais influenciam na
variabilidade das espécies, provavelmente, pela diversidade de
espécies hospedeiras, pelas condi¢Oes climdticas e pelas numerosas
espécies de pulgdes capazes de transmitir o BYDV e/ou CYDV
(MASTARI et al., 1998; BENCHARKI et al., 2002; MILLER et al.,
2002; WANG et al., 2002).
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Figura 1 - Ciclo de vida das espécies
causadoras da virose do

nanismo amarelo da cevada
em cereais.

2.4.1 HOSPEDEIROS

O BYDV e o CYDV possuem uma ampla gama de hospedeiros
com mais de 150 espécies dentro da familia Poaceae. Além das
plantas cultivadas para a producdo de graos, também plantas
forrageiras e plantas sem interesse econdmico sdo afetadas pelo virus
(INTERNATIONAL..., 2008).

Dentre as plantas cultivadas estdo a cevada, aveia, centeio, trigo
(OSWALD & HOUSTON, 1951), triticale, milho, arroz e plantas
forrageiras anuais e perenes (INTERNATIONAL..., 2008). O grande
nimero de espécies hospedeiras se deve, principalmente, a grande

diversidade de espécies vetoras, com habitos alimentares diferentes e
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aos mecanismos variados de adaptacao desenvolvidos pelos virus para
garantir a sobrevivéncia (D’ARCY, 1995).

No estado de Indiana (Estados Unidos da América), Fargette et al.
(1982) analisaram varias espécies de forrageiras perenes € algumas
anuais a fim de verificar a possibilidade das mesmas estarem servindo
como reservatorio do BYDV que passaria a causar doenca mais tarde
na cultura do trigo. Confirmando a hipétese, 50% das plantas
analisadas estavam infectadas pelo virus, no entanto, a espécie
predominante foi o BYDV-RPV, o que causou controvérsia, pois a
espécie predominante no trigo foi o BYDV-PAV. Este fato sugeriu
que as espécies reservatorios do virus patégeno do trigo eram outras,

permitindo inferir que o milho poderia estar fazendo a “ponte verde”.

2.4.2 INTERACAO VIRUS - VETOR - HOSPEDEIRO

H4 uma grande dificuldade em estudar a epidemia de viroses
transmitidas por afideos, porque um isolado de virus pode ser
transmitido com diferentes graus de eficiéncia por distintos clones de
uma mesma espécie do vetor. Da mesma forma, um clone do mesmo
afideo pode diferir na eficiéncia de transmissdo de vdrios isolados do
mesmo virus, assim como a mesma espécie de afideo pode transmitir
varias espécies de virus. As relacdes sdo extremamente complexas e,
ainda, fortemente influenciadas pelo meio ambiente (HARRINGTON,
2002).

Os sintomas na planta hospedeira diferem entre as espécies de

virus ou até entre isolados da mesma espécie, sob condi¢des diferentes
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de temperatura, umidade, luminosidade, dentre outras. Isto dificulta a
avaliacdo visual de cultivares resistentes ou tolerantes e a
determinacdo do periodo de laténcia (tempo considerado entre o inicio

da infecgdo e a acdo do virus sobre a planta) (HARRINGTON, 2002).

2.4.2.1 TRANSMISSAO

O BYDV e o CYDV sdo transmitidos por diversas espécies de
afideos (Hemiptera, Aphididae), sendo que dez foram citadas em trigo
no Brasil (CAETANO, 1973). Conforme Salvadori & Tonet (2001),
entre estas, as espécies mais importantes, sdo: Schizaphis graminum
(Rondani), Metopolophium dirhodum (Walker) e Sitobion avenae
(Fabricius). Também ocorrem as espécies Rhopalosiphum padi
(Linnaeus), Rhopalosiphum maidis (Fitch) e Rhopalosiphum
rufiabdominale (Sasaki), sendo que a ocorréncia de R. padi tem
aumentado nos ultimos anos.

Determinada pelas condi¢des climdticas, a predominancia das
espécies varia de acordo com a regido. Salvadori & Tonet (2001)
consideram que M. dirhodum e S. avenae predominam em regides
mais meridionais do Brasil, especialmente em primaveras de
temperatura amena e pouco chuvosa; S. graminum é a espécie de
distribuicao geografica mais abrangente, predominando onde o clima é
mais quente e seco, como no norte do Parand e em &reas de latitude
inferior. No Rio Grande do Sul, S. graminum apresenta uma densidade
populacional maior no outono e em regides de temperatura

relativamente mais elevada (vale do Rio Uruguai e fronteira oeste).
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Quanto ao R. padi, os autores consideram que a espécie tem
apresentado tendéncia de crescimento na ocorréncia, tanto no Rio
Grande do Sul, como no Parana (SALVADORI & TONET, 2001).

Nas diversas regides produtoras do Rio Grande do Sul,
predominantemente ha a ocorréncia do S. graminum e R. padi desde a
emergéncia das plantulas até afilhamento. No estidio de
emborrachamento até a floracdao, podem ocorrer associados a estas
duas espécies, M. dirhordum € S. avenae. A partir da floracdo ocorre o
S. graminum e R. padi, especialmente, S. avenae. Em geral, as
populacdes e os prejuizos causados pelos afideos se ddo de maio a
novembro, em periodos quentes e secos, com intensidades que variam
de regido e de ano para ano (SILVA, 2005).

Nas regides de clima mais frio, a incidéncia de S. graminum pode
se restringir as fases de emergéncia e de afilhamento e ir além destas
fases nas demais regides. M. dirhodum ocorre, normalmente, pouco
mais tarde que S. graminum e estabelece colonias nas folhas; em geral,
ocorre do estddio de afilhamento ao espigamento das plantas
(SALVADORI & TONET, 2001). S. avenae também ocorre mais
tarde que S. graminum, instalando-se inicialmente nas folhas,
principalmente, na folha bandeira, de onde passa para as espigas nas
quais se concentra na base das espiguetas para sugar a seiva. R. padi
instala-se no colmo, as vezes proximo ao solo, nas folhas e nas
espigas. R. rufiabdominale vive nas raizes e na base do colmo,
multiplicando-se mais acentuadamente em épocas de seca

(SALVADORI & TONET, 2001).
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A transmissao do BYDV/CYDV ¢€ do tipo persistente circulativa,
ndo propagativa, ou seja, o afideo é capaz de transmitir o virus por
toda a vida, entretanto, nao ocorre replicacio no interior do inseto
(ROCHOW, 1969). O virus persiste nos insetos inclusive durante as
ecdises, mas ndo sdo transmitidos para sua prole (ROCHOW, 1969).

O desenvolvimento dos afideos € do tipo paurometabdlico,
caracterizado por formas jovens (ninfas) semelhantes aos adultos,
diferindo basicamente por serem de menor tamanho, &pteras e
reprodutivamente imaturas. Nas condi¢des de clima do Brasil,
reproduzem-se viviparamente por partenogénese telitoca, isto é, as
fémeas se reproduzem sem a ocorréncia de machos e parem ninfas
fémeas. Os adultos que podem ser dpteros ou alados, sendo que estes
ultimos tém funcdo de disseminacdo e podem ser levados pelo vento
por centenas de quildometros (SALVADORI & TONET, 2001). As
infestacOes originam-se de alados que migram de plantas espontaneas,
de lavouras proximas ou até de outras regides (SALVADORI &
TONET, 2001).

O modelo de aquisicdo e transmissdo de BYDV/CYDV pelos
vetores foi descrito por Gildow e Gray (1993). Para ser adquirido, o
virus precisa ser ingerido pelo pulgdo através da alimentacdo no
floema infectado, passar pelos intestinos anterior e posterior e cair na
hemolinfa do inseto. Via sistema circulatério, o virus € transportado
até as glandulas salivares onde a proteina capsidial do virus €
reconhecida e interage com a glicoproteina da lamina basal da
glandula salivar acessoria. Quando o inseto volta a se alimentar, o

virus é excretado pelo canal salivar, infectando as plantas (Figura 2).
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Figura 2: Modelo de aquisicdo e transmissdo (forma
persistente circulativa, ndo propagativa) de
virus por afideos vetores (adaptado de
Gildow & Gray, 1993).

Um afideo pode ser portador de um virus € ndo ser um
transmissor eficiente, por este motivo nao devem ser utilizados testes
de populacdes de afideos viruliferos como referéncia para inferir a
distribuicdo geogréfica da doenca (HARRINGTON, 2002).

O estddio de desenvolvimento do afideo é um fator de grande
influéncia na eficiéncia de transmissdo. Halstead & Gill (1971)
demonstraram que ninfas de S. graminum s3ao mais eficientes na
aquisicdo e na transmissdo de BYDV-SGV que adultos. Gill (1970)
obteve resultados semelhantes para a transmissdo de BYDV-RMV e
BYDV-SGV por R. maidis.

O periodo de aquisicao do virus pelo vetor € mais um fator que

interfere na transmissdo. Power & Gray (1995) colocam que este
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periodo deve ser de 24 a 48 horas para que a transmissao seja 6tima e
que periodos mais longos ndo apresentariam ganhos significativos.
Outro fator que influencia a transmissao foi destacado por Foxe &
Rochow (1975), os quais observaram que altos titulos virais tornaram
a transmissdo mais eficiente em vetores ndo especificos, em
comparacao a baixos titulos. Gray et al. (1991) reportaram que o titulo
do virus interfere significativamente na transmissdo de vdrias
combinacdes de BYDV e vetor, mas que transmissdes mais eficientes
podem ser mais afetadas pelo tempo de aquisicdo do que pelo titulo

viral.

2.5 SINTOMAS CAUSADOS PELA VIROSE DO NANISMO
AMARELO DA CEVADA EM CEREAIS

Os sintomas da virose variam de acordo com espécie, cultivar,
idade e condi¢do fisiologica da planta hospedeira, o tempo de
infeccdo, a quantidade do virus transmitido, a espécie do virus e a
condi¢do ambiental. A alta intensidade luminosa e temperaturas entre
15 e 18 °C, geralmente, favorecem a expressao dos sintomas causados
pela virose (D’ARCY, 1995). Algumas vezes a doenca € silenciosa
causando danos sem a presengca de sintomas evidentes
(D’ARCY, 1995).

Segundo Figueira (1997), os sintomas mais freqilientes da virose
causada por BYDV e/ou CYDV sdo a diminui¢do do porte da planta,
(com encurtamento dos entrends) e a perda da cor verde das folhas,

podendo tornar-se amareladas ou avermelhadas. Podem também
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causar a diminuicdo no crescimento das raizes e reduc¢do do
afilhamento (embora o aumento do afilhamento possa também ser
observado em algumas cultivares de cevada) (FIGUEIRA, 1997).
Pode, também, ser verificado o retardamento na floracdo e redu¢@o no
tamanho da inflorescéncia, além de provocar esterilidade e falha na
formagdo de graos, diminuindo o peso e o nimero de graos por espiga
(FIGUEIRA, 1997).

Os sintomas evoluem do dpice para a base da folha e nos estagios
mais avancados da infeccdo toda a planta pode se tornar amarelada.
Plantas de arroz infectadas com BYDV apresentam cores que variam
de amarelo a laranja, e folhas de trigo e centeio apresentam-se,
normalmente, amareladas ou, raramente, avermelhadas (FIGUEIRA,
1997). As plantas de aveia apresentam folhas de cor laranja e mais
frequentemente vermelho purpura ou com aspecto de queimadura,
dependendo das condi¢des ambientais e da cultivar (FIGUEIRA,
1997). As plantas de milho apresentam sintomas nas folhas inferiores,
cujas pontas tornam-se de cor vermelha, purpura ou amarela
(FIGUEIRA, 1997).

Nos principais cereais de inverno, trigo, aveia, cevada, centeio e
triticale, quando a inoculacdo do virus ocorre na fase de plantula, os
sintomas apresentados sdo clorose e nanismo; e posteriormente, as
folhas tornam-se amarelas, podendo mostrar um leve avermelhamento
e, algumas vezes, o limbo foliar torna-se enrijecido, de aspecto
lanciolado, podendo apresentar margens serrilhadas (BURNETT,
1990).
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Fisiologicamente, os sintomas sao explicados pela ocorréncia de
uma série de eventos dependentes dos fatores de influéncia descritos.
Inicialmente ocorre um grande decréscimo na fotossintese e acréscimo
da respiracdo, o que leva a um rdpido acumulo de carboidratos no
local da sintese em folhas infectadas. Isto implica em pouco
carboidrato translocado para o sistema radicular e o meristema apical,
onde € mais importante, causando desnutricdo da planta e resultando
na reducdo do crescimento. Em um evento subseqiiente ocorre o
acimulo de nitrogénio nas folhas doentes, levando a deficiéncia nos
pontos de crescimento, o que intensifica os sintomas de clorose e

nanismo (JENSEN, 1968a; JENSEN, 1968b; JENSEN, 1969).

2.6 DANOS CAUSADOS POR BYDV E/OU CYDV

Dano € conceituado por Nutter et al. (1993) como qualquer
reducdo na qualidade e/ou na quantidade da producdo. Os sintomas
causados pela doenca sdo reflexos da interferéncia na fisiologia da
planta. As reducdes no porte e na producdo de clorofila acarretam a
diminui¢do na produtividade e as doengas que causam sintomas mais
severos, em geral, causam maiores danos econdmicos (SALAZAR,
1995).

A maioria dos cereais de interesse econOmico € suscetivel a
BYDV/CYDV, incluindo trigo (Triticum aestivum), trigo - duro
(Triticum durum), milho (Zea mays), cevada (Hordeum vulgare),
aveia branca (Avena sativa), arroz (Oryza sativa), centeio (Secale

cereale) e sorgo (Sorghum bicolor) (BURNETT, 1983).
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Lanzarini et al. (2007) observaram que as cultivares de trigo
apresentam niveis diferentes de suscetibilidade ao BYDV-PAV. De
cinco cultivares analisadas, a menor redu¢do de produtividade foi
observada na cultivar BRS Camboata (34,17%) e a maior reducgdo foi
constatada na cultivar BRS 179 (60,81%). No ano de 1999, os danos
causados pelo BYDV em trigo chegaram a 63% em experimento
realizado em Passo Fundo - RS (SCHONS et al., 2000).

Barbieri et al. (2000) estudaram os danos da virose em seis
cultivares de trigo e chegaram a conclusido que BR 14, BR 34 e BR 35
ndo apresentaram diferencas estatisticas quanto ao rendimento de
graos em relacdo a testemunha; ja as cultivares TAC 5-Maringa,
Embrapa 16 e CEP 24 apresentaram reducdo de 52,9%, 35,5 e 16,8%,
respectivamente, em relacio a testemunha.

Em aveia branca, foi observada redu¢do média no rendimento de
16,6% e, minima de 39,0% no peso de graos por panicula causada por
BYDV (MEDEIROS et al., 1996). Em 1997, nas 17 cultivares que
constituiram o ensaio de cultivares de aveia, em Passo Fundo, RS, os
danos no rendimento de grdos causados pelo BYDV variaram entre
3,93% na cultivar UPF 14 a 52,14%, na cultivar UFRGS 16
(SCHONS et al., 1999a).

Os danos causados no rendimento de graos dependem de
inimeros fatores que influenciam o desenvolvimento da virose, como
espécie infectada, eficiéncia de transmissdo pelos vetores, espécie do
virus, cultivar, condi¢cdes ambientais, dentre outras. Nos Estados
Unidos da América foram quantificadas reducdes na producdo de

graos maiores que 90% em trés cultivares de aveia, altamente
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suscetiveis, infectadas com o virus no estadio de afilhamento (ENDO

& BROWN, 1962).

2.7 MANEJO DA VIROSE

O sucesso no controle de doencas virais depende dos vetores
envolvidos e da relacdo com o hospedeiro na transmissao da doenca
(ZILLINSKY, 1983).

A decisdo sobre as medidas de controle para determinada virose
deve ser avaliada com bastante critério, de maneira que a aplicacao do
método atinja os objetivos de forma satisfatéria (REZENDE &
MULLER, 1995).

2.7.1 CONTROLE DO VETOR

Para o controle de afideos na cultura do trigo, a pulverizaciao das
plantas com inseticida € recomendada quando forem atingidos os
seguintes niveis de acdo: 10% de plantas infestadas do estadio de
emergéncia ao afilhamento, 10 afideos por afilho do estddio de
alongamento ao emborrachamento e 10 afideos por espiga, do
espigamento ao estddio de grio em massa (REUNIAO..., 2007). O
nimero de afideos deve ser monitorado através de amostragens
semanais ao acaso, na bordadura e no interior da lavoura para que
sejam representativas (SALVADORI & TONET, 2001).

O tratamento de sementes com inseticidas para o controle dos

vetores vem se tornando uma técnica vidvel, apesar do aumento no
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custo da producdio (SALVADORI & TONET, 2001). Segundo
Colombo (2002), as plantas submetidas ao tratamento de sementes
com imidacloprido apresentam menor incidéncia da virose em relagdo
as ndo tratadas. Entretanto, todas as cultivares de aveia estudadas
apresentaram sintomas da virose, mesmo quando as sementes foram
tratadas com inseticida. A observacdo de Colombo (2002) reitera a
afirmacdo de Casa et al. (2000) de que, embora, o tratamento de
sementes seja altamente eficaz a eficiéncia no controle da virose ndo é
de 100%.

Conforme concluiu Silva et al. (2004) os inseticidas
imidacloprido e tiametoxam, na dose de 24,5g i.a./100 kg de sementes
de trigo, controlaram os pulgdes vetores de BYDV/CYDV na fase
inicial de desenvolvimento da cultura, superando a acdo do clorpirifos,
com trés aplicagcdes na parte aérea.

Um programa de controle bioldgico dos afideos transmissores da
virose do nanismo amarelo da cevada foi realizado no periodo de 1978
a 1992 pela Embrapa Trigo através da liberacao nas lavouras de trigo
do Rio Grande do Sul, de 14 espécies de microimendpteros
parasitéides, oriundas da Europa e Oriente Médio. Algumas destas
espécies apresentaram boa adaptacdo e houve a diminuicdo da
populacdo de afideos e a reducdo no uso de inseticidas (SALVADORI
& SALLES, 2002).
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2.7.2 RESISTENCIA DE PLANTAS

Segundo Cooper e Jones (1983), planta resistente € aquela que
tem capacidade de interferir em qualquer etapa do ciclo infeccioso do
virus tendo, consequentemente, menor titulo viral, e ndo ¢ afetada
significativamente em sua produtividade, diante das mesmas
condi¢des que plantas suscetiveis; tolerantes sdo aquelas plantas que,
mesmo com alta concentracido do virus, tém produtividade proxima a
das ndo infectadas.

Levando em conta este conceito, no Brasil, ndo ha relatos de
estudos na busca de caracterizacdo de cultivares para o nivel de
resisténcia, e sim, para verificacdo de tolerdncia, baseada em
avaliacdoes visuais e comparacdo da produtividade em plantas
infectadas e ndo infectadas com BYDV/CYDV.

A utilizag@o de cultivares resistentes/tolerantes é o método mais
eficiente e de menor custo na produgdo dos cereais de inverno para o
controle de doencgas virais. No entanto, tem exigido esforcos
desmedidos com pouco sucesso uma vez que a introdugdo de genes de
resisténcia sem a perda das caracteristicas agrondmicas desejaveis €
bastante dificil, por isso os esfor¢cos tendem a se concentrar na
transformacdo genética (PLUMB & JOHNSTONE, 1995). Existem
gendtipos de trigo e aveia obtidos através da engenharia genética que
conferem até imunidade a algumas espécies de BYDV (ABBOTT et
al., 2002).

Um bom nivel de tolerancia a estes virus tem a cultivar de trigo

Anza, estudada nos Estados Unidos da América, conferida pelo gene
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parcialmente dominante BdvI que estaria associado aos genes Lr34 e
Yrl8 que conferem resisténcia de planta adulta a ferrugem da folha e
do colmo (SINGH et al., 2002).

O cromossomo 3 da cevada, que contém o gene Yd2, também tem
sido introduzido em linhagens de trigo, onde tem expressado
resisténcia a0 BYDV/CYDV. No entanto, o gene ndo confere boas
caracteristicas agrondmicas ao trigo, nao tendo boa aceitagdo pelos
melhoristas (BURNETT et al., 1995; BURNETT & PLUMB, 1998 ).

Cruzamentos de sucesso tém sido feitos com a espécie de trigo
selvagem Thinopyrum intermedium, que contém o gene Bdv2, que tem
expressado altas produtividades em algumas linhas de trigo, apesar de
o trigo selvagem ndo ter sido selecionado para caracteristicas
agrondmicas desejaveis (AYALA et al., 2001a; AYALA et al., 2001b;
LARKIN et al., 2002; HENRY et al.,, 2002; VAN GINKEL &
HENRY, 2002).

2.8 DETECCAO E IDENTIFICACAO

Os métodos de deteccao de fitopatdgenos t€m tido importantes
avangos nos ultimos anos com relacio a precisdo e rapidez de
diagnéstico. No campo da virologia, isto permitiu elucidar a etiologia
de vérias doengas. A diagnose de enfermidades causadas por virus, por
serem entidades pequenas e dificeis de trabalhar, foi bastante
beneficiada com o desenvolvimento das técnicas de deteccdo e
identificacdo, as quais permitiram esclarecer muitas dividas

(DOCAMPO & LENARDON, 1999).
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Atualmente, os testes de detec¢do mais utilizados por virologistas
de todo o mundo, podem ser divididos em trés grupos: métodos
biolégicos, sorolégicos e moleculares (ZERBINI Jr. et al., 2006).

Nos métodos bioldgicos estdo incluidas as observacdes em
microscépio eletronico, a verificacdo de inclusdes causadas pelo virus
nas células do hospedeiro e os testes em hospedeiros diferenciais
(ZERBINI Jr. et al., 2006). Estas andlises servem somente como
auxiliares no diagndstico tendo em vista que sdo demoradas e
imprecisas (informacao pessoal, Sérgio L. Lenardén).

Os métodos soroldgicos sdo os mais utilizados em andlises de
rotina por serem rdpidos, relativamente simples e de baixo custo;
requerem laboratérios menos equipados e, para a maioria dos virus,
sdo satisfatoriamente precisos (ALMEIDA & LIMA, 2001; ZERBINI
Jr. et al, 2006). A maior limitacdo destas técnicas € a
indisponibilidade de anti-soros de boa qualidade para todos os virus de
interesse (ZERBINI Jr. et al., 2006). Para as espécies de
BYDV/CYDV, por serem muito relacionadas, sdo necessarios anti-
soros monoclonais o que dificulta ainda mais a aquisicdo comercial
(DOCAMPO & LENARDON, 1999).

As técnicas moleculares sdo mais sensiveis que as sorologicas. A
PCR (reacdo em cadeia da polimerase), que é a mais difundida, ainda
€ uma técnica cara para detec¢do massal, mas se torna uma alternativa
atraente quando as amostras sdo em menor nimero. O maior problema
desta técnica ndo € a limitacdo econdmica e sim a ocorréncia de falsos
positivos, porque a grande sensibilidade pode levar a amplificagcdes de

agentes contaminantes (ZERBINI Jr. et al., 2006).



CAPITULO 1

OCORRENCIA DO BYDV E CYDV NAS PRINCIPAIS
REGIOES TRITICOLAS DO BRASIL

VANIA BIANCHIN', JUREMA SCHONS? E JOSE ROBERTO
SALVADORI®

RESUMO - Virias doengas afetam a producdo do trigo (Triticum
aestivum L.), dentre elas, esta a virose do nanismo amarelo da cevada
(VNAC), que € a enfermidade mais importante dos cereais de inverno
e estd distribuida em todo o mundo. Espécies de Barley yellow dwarf
virus (BYDV) e de Cereal yellow dwarf virus (CYDV) sdo capazes de
infectar mais de 150 espécies de plantas dentro da familia Poaceae
sendo transmitidas por diversas espécies de afideos (Hemiptera,
Aphididae). O patossistema desta doenca € complexo e a
predominancia das espécies depende das condi¢des de ambiente em
cada regido de cultivo. Com o objetivo de verificar a ocorréncia das
espécies de virus causadoras da virose do nanismo amarelo da cevada,
presentes nas principais regides triticolas do Brasil foram coletadas, no

ano de 2006, 130 amostras (plantas de trigo) em 18 municipios
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abrangendo os estados de Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul. As plantas foram segmentadas em subamostras
de folhas, colmos e raizes e analisadas pelo teste soroldégico DAS-
Elisa com anti-soros monoclonais para BYDV-PAV, BYDV-MAYV e
CYDV-RPV. Foram identificadas plantas infectadas com BYDV-
PAV, CYDV-RPV e plantas com infec¢Oes mistas de BYDV-PAV e
CYDV-RPV, com 75%, 12,5% e 12,5% respectivamente, distribuidos
em catorze dos dezoito municipios amostrados. Sendo, portanto,

BYDV-PAYV o virus de maior ocorréncia.

Palavras-chave: BYDV-PAV, CYDV-RPV Triticum aestivum.
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BYDV AND CYDV OCCURENCE IN THE MAIN WHEAT
GROWING REGIONS OF BRAZIL

VANIA BIANCHIN, JUREMA SCHONS E JOSE ROBERTO
SALVADORI

ABSTRACT - There are many diseases causing yield losses in wheat
(Triticum aestivum L.). Barley yellow dwarf virus (BYDV) and Cereal
yellow dwarf virus (CYDV) are the most important viral diseases of
winter cereals. BYDV and CYDV species are common worldwide
and there are more than 150 host species within the Poaceae family.
They are transmitted by aphid species (Hemiptera, Aphididae). The
pathosystem is complex and the predominance of the species depends
on the environmental conditions in each growing region. In order to
verify the occurrence of BYDV and CYDV common species, wheat
plants were collected, in 2006 in the main wheat growing regions of
Brazil, 130 samples (wheat plants) and 18 counties (Mato Grosso do
Sul, Parand, Santa Catarina and Rio Grande do Sul states), using
monoclonal antibodies for DAS-ELISA for BYDV-PAV, BYDV-
MAV and CYDV-RPV diagnosis using plants subdivided into leaves,
stems and roots subsamples. It was observed the presence of BYDV-
PAV, CYDV-RPV and plants with mixed infections of BYDV-PAV
and CYDV-RPV, with 75%, 12,5% and 12,5%, respectively,
distributed in fourteen of the eighteen counties sampled. One may

conclude that BYDV-PAYV was the virus of highest occurrence.
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Keywords: Yellow dwarf viruses, Triticum aestivum, DAS-ELISA,

distribution.



1 INTRODUCAO

O Brasil produziu em torno de 3.8 milhdes de toneladas de trigo
(Triticum aestivum L.) na safra 2007/2008, com uma &rea de cultivo
de 1.757 milhdes de hectares, distribuidos nas regides sul, sudeste e
centro-oeste (COMPANHIA..., 2008). A regido sul foi responsavel
por 93,8% da érea cultivada, destes, 48,4% estao no Estado do
Parana, 39,9% no Rio Grande do Sul e 5,5% em Santa Catarina
(COMPANHIA..., 2008).

A virose do nanismo amarelo da cevada, causada por espécies de
Barley yellow dwarf virus - BYDV e Cereal yellow dwarf virus -
CYDV, € a enfermidade viral de maior impacto econdmico para oS
cereais de inverno em todo o mundo (D’ARCY & BURNETT,
1995). Tem como hospedeiros mais de 150 espécies da familia
Poaceae, dentre elas, plantas anuais e perenes, exploradas
economicamente, plantas invasoras ou simplesmente, plantas nativas
distribuidas pelo mundo todo. Muitas destas plantas servem como
fonte de indculo para os cereais cultivados (INTERNATIONAL...,
2008).

As espécies de BYDV/CYDV sado transmitidos por diversas
espécies de afideos (Hemiptera, Aphididae). As mais importantes em
trigo no Brasil sdo: Schizaphis graminum (Rondani), Metopolophium
dirhodum (Walker), Sitobion avenae (Fabricius), Rhopalosiphum
padi (Linnaeus), Rhopalosiphum maidis (Fitch) e Rhopalosiphum
rufiabdominale (Sasaki) (SALVADORI & TONET, 2001).
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Na classificagdo mais recente, o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus classificou o Barley yellow dwarf virus e Cereal
yellow dwarf virus como pertencentes a familia Luteoviridae, onde
as espécies, BYDV-PAV, BYDV-MAYV e BYDV-PAS fazem parte
do género Luteovirus. As espécies CYDV-RPV e CYDV-RPS, sao
integrantes do género Polerovirus. Ja as espécies BYDV-RMYV,
BYDV-SGV e BYDV-GPYV ainda nao foram classificadas quanto ao
género (FAUQUET, 2005).

Os fatores climdticos interagem com os demais fatores e o
aquecimento global tende a impor mudancas nestas relagoes
(HARRINGTON, 2002). As diferencas genéticas entre isolados de
uma mesma espécie do virus tém sido relatadas por muitos
pesquisadores em distintas dreas geogréficas, comprovando que o
efeito do ambiente € determinante, provavelmente, pela diversidade
de espécies hospedeiras, pela variacdo das condicdes climéticas e
pelas numerosas espécies de pulgdes capazes de transmitir o BYDV
e/ou CYDV (MASTARI et al., 1998; BENCHARKI et al., 2002;
MILLER et al., 2002; WANG et al., 2002).

Segundo Fabre et al. (2005), com a elevacdo da temperatura de 5
°C para 15 °C aumenta o numero de afideos alados, os quais sdo
responsdveis pela infeccdo primdria na lavoura e sdo agentes de
disseminagdo do BYDV/CYDV. Nesta condi¢do, também ¢é
observada maior eficiéncia de aquisicdo do virus pelos vetores,
aumentando o numero de afideos viruliferos.

Os estudos sobre a distribuicdo das espécies de BYDV/CYDV

sdo escassos, no Brasil. H4 somente um relato feito por Schons e
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Dalbosco (1999) e nenhum trabalho sobre a diversidade genética das
espécies. O conhecimento das espécies de virus € de grande
importancia para os trabalhos de melhoramento na obteng¢do de
cultivares tolerantes/resistentes, pois uma cultivar pode ser
severamente afetada por uma espécie de BYDV/CYDV e ndo por
outra (LISTER & RANIERI, 1995).

Conduziu-se este estudo com o objetivo de verificar a ocorréncia
das espécies de BYDV-PAV, BYDV-MAV e CYDV-RPV nas
regides triticolas do Brasil, incluindo estados importantes na
producdo de trigo como Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e

Mato Grosso do Sul.

2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas, no ano de 2006, 130 amostras de trigo, em 18
municipios de regides produtoras do Brasil, sendo, 54 amostras no
estado do Rio Grande do Sul, 53 no Parana, 20 em Mato Grosso do
Sul e trés em Santa Catarina (Tabela 1). O maior nimero de coletas
nos estados do Parand e Rio Grande do Sul justificam-se pela maior
participacdo dos mesmos, na produ¢do nacional (Figura 1).

A amostragem das plantas de trigo foi realizada no estadio de
espigamento, onde ¢é mais facil a visualizacdo dos sintomas
caracteristicos da virose. 81% das plantas coletadas apresentavam
sintomas, sendo que o mais encontrado foi o amarelecimento do

apice das folhas (Figura 2).
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O tempo para a chegada das amostras ao laboratorio foi de trés a
sete dias, o que demandou um acondicionamento adequado para
manter a integridade dos tecidos vegetais. Para tanto, foram
coletadas plantas inteiras, juntamente com solo umedecido, envolto

por sacos plésticos e devidamente identificados.
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Figura 1 - Percentual de participagdo dos estados
na producdo brasileira de trigo
(elaborado com dados da Companhia...,
2008).

Ao chegarem ao laboratdrio, as plantas foram acondicionadas
em camara fria para em seguida serem lavadas, segmentadas em
amostras de folha, colmo e raiz, e, posteriormente, envoltas em papel
aluminio e armazenadas a -20 °C. Esta segmentacdo foi necessdria
tendo em vista que o 6rgdo com maior concentracdo do virus é
bastante varidvel em plantas que estdo em condi¢des de campo.

As andlises foram realizadas no laboratério de virologia vegetal
da Universidade de Passo Fundo - UPF, na cidade de Passo Fundo-
RS. Para identificacdo das espécies de BYDV/CYDV foi utilizada a
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técnica de DAS-Elisa (Doble Antibody Sandwich - Enzyme Linked
Imunosorbent Assay), que dentre as técnicas soroldgicas € uma das
mais sensiveis e apropriadas para detec¢do de virus restrito ao
floema, como € o caso. Foram utilizados anti-soros monoclonais
(Agdia Inc. Elkhart-in-USA), anti BYDV-PAV, BYDV-MAV e
CYDV-RPV.

Figura 2 - Amarelecimento do dpice das folhas.
Sintoma observado em plantas
coletadas nas dreas produtoras de
trigo no ano de 2006.

Cada amostra foi macerada separadamente em tampdao de
extracdo (sulfito de sédio, polivinilpirolidona, albumina e tween 20)
na propor¢ao de 1:10 em cadinhos de porcelana esterilizados e com
nitrogénio liquido, seguindo o protocolo para o teste de DAS-Elisa
descrito por Clark e 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.
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A reacdo foi considerada positiva quando o valor da absorbancia
(405 nm) da amostra foi superior a duas vezes o valor da absorbancia

do controle negativo (planta de trigo livre de virus) de cada placa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras analisadas 43,0% foram positivas para pelo menos
uma das espécies de BYDV/CYDV testadas. 54,5% das plantas que
apresentaram alta concentracdo viral no colmo e/ou raiz ndo
continham o virus nas folhas. Apesar da armazenagem a -20 °C ser
um procedimento comum para esse tipo de andlise, é possivel que
ocorram perdas na qualidade da amostra e os virus presentes em
baixa concentra¢do podem nao ser detectados por Elisa, assim sendo,
algumas amostras podem ter sido afetadas.

Foram detectadas as espécies BYDV-PAV e CYDV-RPV,
sendo que das amostras infectadas 75,0% apresentavam a espécie
BYDV-PAV, 12,5% CYDV-RPV e 12,5% infec¢do mista com a
presenca de ambas as espécies virais (Tabela 1).

A distribuicdo geografica das espécies de virus por Estado e
municipio encontra-se na tabela 1 e figura 3. Catorze dos dezoito
municipios amostrados apresentaram pelo menos uma espécie dos
virus testados.

No estado de Mato Grosso do Sul, apenas uma amostra
apresentou virus (CYDV-RPV), oriunda do municipio de Antdnio
Jodo. No Paran4, as coletas realizadas nos municipios de Rolandia e

Londrina, apresentaram 72,7% e 30,0% de infec¢des,
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respectivamente. Em Rolandia as infec¢des ocorreram somente por

BYDV-PAV, em Londrina houve infeccdoes com BYDV-PAV e

infeccdes mistas e, em Guarapuava uma unica amostra apresentou

infec¢do (BYDV-PAV) (Figura 3).

Tabela 1 - Numero de amostras coletadas e de amostras positivas, pelo

teste DAS-Elisa,

para o BYDV-PAV, CYDV-RPV e

infeccdes mistas com BYDV-PAV + CYDV-RPV, em
municipios de areas produtoras de trigo do Brasil

, N BYDV AV cypy
Municipios Estado
p amostras PAV RPV RPV

Antonio Joao MS 5 - - 1
Maracaju MS 10 - - -
Ponta Pora MS 5 - - -
Guarapuva PR 10 1 - -
Londrina PR 33 19 5 -
Rolandia PR 10 3 - -
Campos Novos SC 3 2 - -
Carazinho RS 5 4 - -
Girua RS 5 - - 1
Itaqui RS 5 - - -
Palmeira das Missoes RS 4 1 - -
Passo Fundo RS 8 8 - -
Santa Rosa RS 3 - - 1
Santo Angelo RS 5 - - 1
Sao Luiz Gonzaga RS 5 2 2 1
Sao Martinho RS 5 1 - 2
Sarandi RS 5 - -

Trés de Maio RS 4 1 - -
TOTAL 130 42 7 7

(75 %) (12,5%) (12,5%)

Das coletas realizadas no estado do Rio Grande do Sul, os

municipios em que foi detectado BYDV-PAV foram: Carazinho,

Palmeira das Missoes, Passo Fundo e Trés de Maio (Figura 3).

Amostras com CYDV-RPV foram encontradas nos municipios de
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Girud, Santa Rosa e Santo Angelo (Figura 3). Os locais que
apresentaram as duas espécies, em infeccdes mistas ou ndo, foram
Sao Luiz Gonzaga e Sao Martinho (Figura 3). Em Santa Catarina, o
virus BYDV-PAYV foi detectado no municipio de Campos Novos

(Figura 3).
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Figura 3 - Municipios onde foi detectada a presenca de BYDV-PAV
e/ou CYDV-RPV em plantas de trigo coletadas no ano
de 2006.
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Os resultados obtidos concordam, em parte, com Schons e
Dalbosco (1999), em coletas realizadas, no ano de 1998, nos estados
do Rio Grande do Sul, Parana e Mato Grosso do Sul, onde 75% das
plantas apresentaram-se infectadas com BYDV-PAV, 20% com
BYDV-MAYV e 5% com BYDV-SGV. No presente estudo BYDV-
PAYV manteve 75% de ocorréncia, BYDV-MAYV nio foi encontrado
em nenhuma amostra e BYDV-SGV, que havia sido encontrado no
Mato Grosso do Sul por Schons e Dalbosco (1999), nao foi testado,
por ndao haver anti-soro disponivel. Entretanto, é possivel que
BYDV-SGV esteja presente pelo menos no estado de Mato Grosso
do Sul, por ser transmitido mais eficientemente por S. graminum que
predomina em locais quentes e secos (SALVADORI & TONET,
2001).

Os resultados obtidos nas regides produtoras de trigo do Brasil,
concordam com grande parte dos estudos epidemioldgicos feitos em
diferentes regides do mundo (ABOULATA, 2002; HABEKUB &
SCHLIEPHAKE, 2002, PARK et al., 2002; TRUOL, 2002). Por
exemplo, na regido central da Alemanha, em coletas realizadas de
1995 a 2002, houve predominancia absoluta da espécie BYDV-PAV
e a espécie BYDV-MAYV foi encontrada em uma tnica amostra no
ano de 1992; CYDV-RPV ¢ BYDV-RMYV ndo foram observadas
(HABEKUB & SCHLIEPHAKE, 2002). Na Argentina, analises de
amostras oriundas de todas as dreas triticolas do Pais em diferentes
anos, resultaram em maior freqiiéncia de BYDV-PAV, sendo que
nas regides marginais aos cultivos foram encontradas muitas

infec¢oes mistas com diferentes espécies (TRUOL, 2002).
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4 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foram conduzidos os trabalhos pode-se
concluir que:
a) Barley yellow dwarf virus—PAV ¢ a espécie predominante na
cultura do trigo no Brasil.
b) Os virus causadores do nanismo amarelo da cevada (BYDYV e/ou

CYDV) estdo presentes em todos os Estados estudados.



CAPITULO 2

REACAO DE CULTIVARES DE TRIGO AO COMPLEXO
Barley yellow dwarf virus-PAV/AFIDEOS VETORES

VANIA BIANCHIN', JUREMA SCHONS? E JOSE ROBERTO
SALVADORI®

RESUMO - Foi estudado em condicdes de campo junto a Embrapa —
Trigo, em Passo Fundo — RS, no ano de 2006, a reacdo de 21
cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) ao complexo BYDV-
PAV/afideos vetores (Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae e
Schizaphis graminum). Foram determinados o nimero de afilhos por
planta, estatura, massa da matéria seca da parte aérea e radicular,
rendimento de graos e seus componentes (estabelecimento de plantas,
nimero de espigas por planta, nimero de graos por espiga, massa de
mil grdos), titulo viral (DAS-Elisa) e indice de doenga, obtido através
da incidéncia e da severidade dos sintomas da doenga. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Danos significativos foram

observados em todas as varidveis analisados, sendo que o rendimento
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da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria (FAMV) da Universidade de
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*Orientadora, Biéloga, Doutora em Ciéncias Biolégicas, professora do PPGAgro da
FAMV e ICB/UPF.

‘Co-orientador, Eng.-Agr., Doutor em Entomologia., professor da PPGAgro e
FAMYV da UPF e pesquisador da Embrapa-Trigo.



45

de graos foi a caracteristica mais afetada, reducdo 47,94% na média
das cultivares. Este valor variou 30,30% na cultivar BRS Timbativa a
61,43% na cultivar Fundacep 50. A avaliacdo dos sintomas (indice de
doenga) apresentou 87,71% de correlacdo com o rendimento de graos,
mostrando-se util na determinacdo dos niveis de suscetibilidade ou
tolerancia em trigo. As cultivares Fundacep 50, BRS Angico, BRS
Guabiju e Embrapa 16 foram altamente suscetiveis e as cultivares
Onix, BRS Timbatva e Fundacep Nova Era apresentaram menor
suscetibilidade. BYDV-PAYV foi a tnica espécie detectada tendo sido
significativamente distintas as concentracdes do virus entre plantas
infestadas e sem infestacio com pulgdes viruliferos. Nenhuma das
cultivares testadas apresentou tolerdncia ao complexo virus/vetor

quando a varidvel analisada foi rendimento.

Palavras-chave: BYDV-PAV, Triticum aestivum, DAS-Elisa e danos.
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REACTION OF BRAZILIAN WHEAT CULTIVARS TO
COMPLEX Barley yellow dwarf virus-PAV/VECTORS

VANIA BIANCHIN, JUREMA SCHONS E JOSE ROBERTO
SALVADORI

ABSTRACT - The experiment was conducted in 2006 at the National
Wheat Research Center (Embrapa Trigo) in Passo Fundo, Rio Grande
do Sul state. Twenty one wheat genotypes (Triticum aestivum L.) were
used to determine their susceptibility and tolerance to the BYDV-PAV
and vectors (Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae e Schizaphis
graminum). It was evaluated: grain yield, yield components (plant
population, number of spikes per plant, grains per spike and 1000
seeds weight), plant tillers, plant stature, leaves/stems dry matter and
roots dry matter), virus titer (DAS-ELISA) and disease index, obtained
through disease incidence and severity of symptoms in plants. The
data were subjected to analysis of variance and mean were compared
by Tukey test at level of 5% probability. It was observed significant
damage in all evaluated agronomic characteristics. Grain yield was the
most affected characteristic with an average reduction of 47,94%,
ranging from 30.30% in the cultivar BRS Timbauva to 61.43% in the
cultivar Fundacep 50. The disease incidence and severity of symptoms
showed 87.71 % of correlation with grain yield and it can be useful to
determening levels of susceptibility or tolerance in wheat. Fundacep
50, BRS Angico, BRS Guabiju and Embrapa 16 were highly

susceptible and Onix, BRS Timbadva and Fundacep Nova Era were
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susceptible. None of the tested cultivars were tolerant to the
virus/vector complex. Only BYDV-PAV was detected by DAS-Elisa
and the virus titer on the infested plants were significantly higher than
in the healthy ones. None of the tested cultivars showed tolerance to

the virus/vector complex when yield component was evaluated.

Keywords: BYDV-PAV, Triticum aestivum, DAS-Elisa, damage.



1 INTRODUCAO

Os agentes causais da doenca conhecida no Brasil como virose do
nanismo amarelo da cevada (VNAC) (Casa et al., 2000) sido
classificados como Barley yellow dwarf virus (BYDV) e Cereal
yellow dwarf virus (CYDV). Do género Luteovirus, fazem parte as
espécies BYDV-PAV, BYDV-MAV e BYDV-PAS; e ainda nao
classificados quanto ao género, estio BYDV-RMV, BYDV-SGV e
BYDV-GPV. Do género Polerovirus, as espécies CYDV-RPV e
CYDV-RPS (FAUQUET, 2005).

As espécies de BYDV/CYDV sdo transmitidos por diversas
espécies de afideos (Hemiptera, Aphididae) (HALBERT &
VOEGTLIN, 1995) e sdo causadores de danos econémicos em cereais
de inverno no mundo todo (D’ARCY, 1995).

O nivel dos danos causados pela doenca depende de muitos
fatores, como condi¢des climéticas no ano de cultivo, densidade
populacional e espécie predominante de afideo, espécies e cultivares
de hospedeiros, e eficiéncia de transmissao, dentre outros (D’ARCY &
BURNETT, 1995).

Os principais sintomas da doenca sdo: amarelecimento das folhas,
nanismo, diminuicdo no numero de afilhos e espigas e,
consequentemente, nimero e peso de graos (FIGUEIRA, 1997).
Fisiologicamente, isto é explicado pela ocorréncia de uma série de
eventos dependentes dos fatores de influéncia descritos. Inicialmente
ocorre um grande decréscimo na fotossintese e acréscimo da

respiracdo, o que leva a um rdpido acimulo de carboidratos no local
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da sintese em folhas infectadas. Isto implica em pouco carboidrato
translocado para o sistema radicular e o meristema apical, onde € mais
importante, causando desnutri¢do da planta e resultando na reducdo do
crescimento. Em um evento subseqiiente ocorre o acimulo de
nitrogénio nas folhas doentes, levando a defici€éncia nos pontos de
crescimento, o que intensifica os sintomas de clorose e nanismo
(JENSEN, 1968a; JENSEN, 1968b; JENSEN, 1969).

De acordo com Cooper e Jones (1983), plantas resistentes a
viroses possuem mecanismos intrinsecos que determinam a baixa
replicacdo do virus e, por conseguinte, menor titulo viral e
rendimentos superiores a plantas ndo resistentes, quando comparadas
nas mesmas condicdes. Plantas tolerantes sdo aquelas plantas que
mesmo com alta concentragdo do virus tém produtividade préxima as
ndo infectadas.

De modo geral, os programas de melhoramento t€ém conseguido
poucos genes de resisténcia em cereais, entretanto, genes de tolerancia
sdo identificados com maior freqiiéncia. Um bom exemplo € a cultivar
de trigo Anza, estudada nos Estados Unidos da América, cuja
tolerancia € conferida por um gene parcialmente dominante Bdvl, que
estaria associado aos genes Lr34 e Yrl8 que conferem resisténcia de
planta adulta a ferrugem da folha e do colmo (SINGH et al., 2002).

Outras tentativas tém tido algum éxito, como, por exemplo, a
introdu¢do do cromossomo 3 da cevada em linhas de trigo, o qual
contém o gene Yd2 e tem expressado resisténcia a BYDV/CYDV em

trigo. Porém, este gene nao confere boas caracteristicas agronomicas
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ao trigo e nao tem boa aceitacdo pelos melhoristas (BURNETT et al.,
1995, BURNETT & PLUMB, 1998).

Na falta de resisténcia em materiais de elite nos programas de
melhoramento de trigo, buscou-se genes na espécie de trigo selvagem
Thinopyrum intermedium, o qual possui o gene Bdv2. Em relacdo as
demais caracteristicas agrondmicas, os materiais oriundos de
cruzamentos com 7. intermedium se aproxima das espécies cultivadas,
o que indica a possibilidade de grandes avancos nos proximos anos
(AYALA et al, 2001a; AYALA et al, 2001b; HENRY et al., 2002;
LARKIN et al., 2002; VAN GINKEL & HENRY, 2002).

Segundo Barbieri et al. (2001), muitas informag¢des foram geradas
sobre esta virose em nivel mundial, desde sua descoberta. Contudo
poucos trabalhos foram realizados no Brasil fazendo com que a reacdo
do germoplasma brasileiro de trigo ao BYDV e/ou CYDYV seja pouco
conhecida.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar a
reacdo de 21 cultivares de trigo em relacdo ao complexo BYDV-

PAV/afideos vetores.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao
O experimento foi conduzido em condicdes de campo, na sede da
Embrapa Trigo, em Passo Fundo - RS, no ano de 2006. As anélises

sorolégicas (DAS-Elisa) foram realizadas no laboratério de virologia
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vegetal da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria da

Universidade de Passo Fundo (UPF).

2.2 Instalacao e conducao do experimento

Foram semeadas, no dia 20 de junho de 2006 (emergéncia em 27
de junho), 21 cultivares de trigo (Tabela 1). Destas, 19 sado
recomendadas pela Comissdo Sul e Centro-Sul Brasileira de Pesquisa
de Trigo e Triticale para cultivo (REUNIAO..., 2007). A densidade de
semeadura foi de 60 sementes por metro e a adubacdo de base e de
cobertura foi realizada segundo as recomendagdes técnicas para a
cultura do trigo (COMISSAO..., 2002). A aplicac¢io de nitrogénio em
cobertura foi no estddio de desenvolvimento 2 da escala modificada
Feekes — Large (LARGE, 1954) que corresponde ao inicio de
afilhamento.

Os tratamentos com fungicida (propiconazole + ciproconazole ou
(trifloxistrobina + tebuconazole) foram realizados através de
aplicagdes na parte aérea das plantas com intervalos de 15 a 20 dias.
Foi monitorada a presenga de outros insetos que nio os vetores, a fim
de evitar danos indesejdveis ao estudo. Foi aplicado inseticida duas
vezes durante o cultivo, nos dias 23 de agosto (clorpirifos etilico) e 22
de setembro (lambda-cialotrina).

A infestacdo artificial com vetores viruliferos foi feita através da
colocagdo de folhas de trigo contendo em média 10 afideos/planta de
trés espécies Schizaphis graminum, Sitobion avenae € Rhopalosiphum
padi, na linha central de cada parcela. Tanto as plantas fonte de

indculo como os afideos foram testados por DAS-Elisa para BYDV-
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PAV, BYDV-MAV, BYDV-SGV, BYDV-RMV e CYDV-RPV e
apresentaram reagdo sorologica positiva para BYDV-PAV. Os pulgoes
utilizados foram da criagdo pertencente ao laboratério de entomologia

da Embrapa Trigo, iniciada a partir de individuos coletados em campo,

no ano de 2005.

Tabela 1 - Geno6tipos utilizados e os cruzamentos origindrios

Gendétipo Cruzamento
Corre Caminos/Alondra Sib/3/IAS 54-

Trigo BR 23 20/Cotipora//CNT 8

Trigo BR 35 IAC 5*2/3/CNT 7*3/Londrina//IAC 5/Hadden

BRS 177 PF 83899 /PF 813 // F27141

BRS 179 BR 35/PF 8596/3/ PF 772003*2/PF 813//PF 83899

BRS 194 CEP 14 /BR 23 // CEP 17

BRS 208 CPAC 89118/3/BR 23//CEP 19/PF 85490

BRS 220 Embrapa 16/TB 108

BRS Angico PF 87107/2*IAC 13

BRS Buriti Embrapa 27/Klein Orion

BRS Camboata Sel 14 (selecao de plantas dentro da linhagem PF
93232, oriunda da selec@o de plantas baixas
ocorrentes) em Embrapa 16 (Hulha Negra/CNT
7//Amigo/CNT 7)

BRS Camboim Embrapa 27*4/Klein Cartucho//PF 869114/BR 23

BRS Canela BRS 120/PF 91204*2// Anahuac 75

BRS Guabiju PF 86743/BR23

BRS Guamirim Embrapa 27/ Buck Nandu/ PF 93159

BRS Louro PF 869114/BR 23

BRS Timbaiiva BR 32/PF 869120

Embrapa 16 Hulha Negra/CNT 7//Amigo/CNT 7

Fundacep 50 PG 876//BR 34/CRDN

F. Nova Era CEP 88132/PG 876//BR 34/CRDN

Onix CEP 24/Rubi Sib

Safira PF 9099/0OR-1//Granito

Tabela elaborada com base nas fontes: Souza (2004), Indicacdes...(2005) e

Empresa...(2008).
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A infestacdo foi feita 13 dias apés a emergéncia no estadio 1
(inicio da emissdo da terceira folha). Os afideos foram eliminados com
a aplicacdo de inseticida 44 dias ap6s a infestacdo.

As parcelas foram de trés linhas de um metro de comprimento
cada, espacadas 0,20 m. A linha central foi considerada area util para

coleta de dados e medicao das varidveis.

2.3 Delineamento experimental

O delineamento foi de blocos ao acaso com quatro repeticdes com
arranjo fatorial, 2 (sadio e infectado) x 21 (cultivares), utilizado como
testemunha sadia, plantas com tratamento de sementes com inseticida
imidacloprido e sem a infestacdo artificial de afideos viruliferos e,
infectado, sem tratamento de sementes e com infestacdo natural e

artificial.

2.4 Variaveis analisadas

Foram avaliadas caracteristicas morfoldgicas da planta como: o
nimero de afilhos, massa da matéria seca da parte aérea e do sistema
radicular e estatura das plantas. Esta dltima foi medida desde a base da
planta até o dpice da espiga do colmo principal de cada planta. Foi
determinado o rendimento de graos e seus componentes: nimero de
plantas estabelecidas (contagem apds o afilhamento), nimero de
espigas por planta, nimero de graos por espiga e massa de mil graos,

15 dias ap06s a colheita, para uniformizacao da umidade.
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Para a determinacdo do titulo viral (concentracdo de virus na
planta) retirou-se aleatoriamente uma planta sintomdtica de cada
parcela, 90 dias apds a infestacdo com os vetores.

As plantas coletadas foram acondicionadas em camara fria a 10
°C, em seguida lavadas, segmentadas em amostras de folha, colmo e
raiz, envoltas em papel aluminio e armazenadas a -20 °C.

Cada amostra foi macerada separadamente com auxilio de
nitrogénio liquido e posteriormente adicionado tampdo de extracdo
(sulfito de sddio, polivinilpirolidona, albumina e “tween 20”) na
propor¢cdo de 1:10, em cadinhos de porcelana esterilizados. O
protocolo usado para a técnica sorolégica de DAS-Elisa (Doble
Antibody Sandwich - Enzyme Linked Imunosorbent Assay) foi
descrito por Clark e Adams (1977). Foram utilizados anti-soros
monoclonais para BYDV-PAV, BYDV-MAV e CYDV-RPV (Agdia
Inc. Elkhart-in-USA).

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

Os sintomas foram avaliados visualmente em trés estidios de
desenvolvimento da cultura conforme escala de Feekes modificada
(LARGE, 1954), estadio 3 (afilhos formados), estddio 10.1 (primeiras
espigas visiveis) e estddio 10.5.3 (final da floracdo). A escala de

descricao dos sintomas causados por BYDV e/ou CYDV utilizada foi:
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Zero = plantas sem sintomas visiveis.
1 = Leve amarelecimento e/ou descolora¢do nas folhas. Planta com
estatura normal e aparéncia vigorosa.
2 = Moderado amarelecimento de folhas. Nenhum sinal de nanismo ou
reducao de afilhos. Vigor de planta pouco afetado.
3 = Moderado a severo amarelecimento de folhas e/ou leve
avermelhamento nas pontas. Leve nanismo. Vigor de planta
moderadamente afetado.
4 = Severo amarelecimento da maioria das folhas e/ou moderado
avermelhamento nas pontas. Espigas pequenas. Nanismo moderado.
Vigor da planta fortemente afetado. Afilhamento reduzido.
5 = Completo amarelecimento de todas as folhas e/ou avermelhamento
intenso. Redu¢do no ndmero de afilhos. Pouca ou nenhuma espiga.
Nanismo acentuado. Consideravel esterilidade. Maturacio forcada ou
secamento das folhas.

O indice de doenca (ID) foi calculado através da férmula de

Mckinney utilizada para avaliacdes de intensidade de doencas.

ID = Som.[(f.v) / (n.x)]

Onde:

f = nimero de plantas com a mesma nota
v = nota observada

n = numero total de plantas avaliadas

X = nota maxima da escala

2.5 Analise estatistica dos dados
Os dados foram submetidos a andlise de variincia e comparacao

de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, através
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do programa Estat - Sistema para andlises estatisticas (pdlo
computacional/departamento de ciéncias exatas — UNESP — Campus
Jaboticabal). Foi realizada andlise de correlacdes e tracados gréaficos
com auxilio do programa Microsoft Excel. Para as andlises

estatisticas, os dados de indice de doenca e valores de absorbancia
foram transformados (4/x+0,5) para ajuste da normalidade. Na

confeccdo de tabelas e gréficos utilizaram-se os valores sem
transformacao.

100 hnde e =

Os percentuais de danos foram transformados (e
2,7182) e, posteriormente analisados pelo programa SASM-Agri -
Sistema para andlise e separacdo de médias em experimentos agricolas

(CANTERI et al., 2001).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas mofologicas

A redug¢do no afilhamento € um dos sintomas que, normalmente,
ocorre em trigo infectado por BYDV e/ou CYDV, observado por
Caetano (1972) plantas infectadas apresentaram redugdo no
desenvolvimento dos afilhos ou morte, antes da cultura completar o
ciclo. No presente trabalho houve diferengas significativas entre
plantas expostas e ndo ao complexo BYDV-PAV/vetores em todas as
cultivares testadas (Tabela 2). Diferentemente de Lanzarini et al.
(2007) que observaram diferenca, somente, nas cultivares de trigo
BRS 179 e BRS Angico. Ja Nicolini-Teixeira et al. (2006) verificaram

que, em algumas cultivares de aveia, houve indugdo do afilhamento
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em plantas infectadas, ocorrendo de 1% a 156% mais afilhos que

plantas sadias.

Tabela 2 - Numero médio de afilhos por planta em cultivares de trigo
infectadas com BYDV-PAV através de R. padi, S. avenae
e S. graminum e sadias

Cultivares Infectado Sadio (S-II))E/lgzi 00
BR 23 1,99 2,13 5,19
BR 35 1,96 2,07 6,55
BRS 177 2,11 2,17 2,93
BRS 179 1,76 2,09 16,61
BRS 194 1,74 2,18 19,38
BRS 208 1,67 1,87 10,01
BRS 220 1,88 2,10 11,07
BRS Angico 1,91 2,33 17,53
BRS Buriti 1,82 2,38 24,13
BRS Camboata 2,07 2,20 6,80
BRS Camboim 2,11 2,58 19,01
BRS Canela 2,05 2,17 6,83
BRS Guabiju 1,85 2,03 10,44
BRS Guamirim 2,29 2,63 12,57
BRS Louro 1,66 2,07 19,26
BRS Timbauva 2,51 2,50 0,24
Embrapa 16 1,79 2,21 19,37
Fundacep 50 1,56 1,98 19,22
F. Nova Era 2,14 2,32 6,78
Onix 2,00 1,94 2,91
Safira 2,04 1,95 -6,67
Média Total B 1,95 A 2,19 A 10,68
C.V. 14,56 % 6,00 %

Meédias precedidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.

A estatura é uma das caracteristicas mais influenciadas pela virose
do nanismo amarelo da cevada, como o proprio nome sugere, na
maioria dos cereais de inverno. As plantas infectadas apresentaram

menor estatura do que as plantas sadias em todas as cultivares, exceto
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cultivar Fundacep Nova Era, sugerindo uma possivel tolerdncia a
reducdo da estatura causado pelo virus (Figura 1). Resultados
semelhantes foram encontrados por Lanzarini et al. (2007), onde as
cinco cultivares de trigo estudadas apresentaram diferencas
significativas na estatura entre plantas sadias e infectadas com
BYDV-PAV. Gray et al. (1994) testaram uma cultivar de aveia com
trés isolados de BYDV-MAYV e dois de BYDV-RMYV e em todos os
casos houve reduc@o no porte de plantas quando comparadas com

plantas ndo infectadas.

@ Infectado
12030 - O Sadio

Cultivares

C.V.=5.01

Figura 1 - Estatura média (cm) em cultivares de trigo infectadas com
BYDV-PAV por R. padi, S. avenae e S. graminum e

sadias.
Médias acompanhadas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Os percentuais de danos na estatura da cultivar Fundacep Nova

Era foi significativamente menor que na cultivar Fundacep 50, a qual
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apresentou maior percentual de dano com 20,31%, e nao diferiu das

demais cultivares testadas (Tabela 3).

Tabela 3 — Percentual de dano da estatura e massa da matéria seca do
sistema radicular em plantas de trigo
Massa da matéria seca
Estatura

Cultivares . do sistema radicular
Danos (S-I)/S*100 Danos (S-1)/S*100

BR 23 12,22 ab 19,54 abc
BR 35 19,08 ab 32,74 abc
BRS 177 11,09 ab 0,43 abc
BRS 179 13,52 ab 17,71 abc
BRS 194 11,14 ab 5,97 abc
BRS 208 18,09 ab 24,98 abc
BRS 220 11,07 ab 4433 a
BRS Angico 18,21 ab 35,81 abc
BRS Buriti 19,99 ab 41,51 ab
BRS Camboata 12,46 ab 9,09 abc
BRS Camboim 16,29 ab 38,63 abc
BRS Canela 1293 ab 22,86 abc
BRS Guabiju 19,71 ab 35,34 abc
BRS Guamirim 16,38 ab -6,44 bc
BRS Louro 13,61 ab 35,63 abc
BRS Timbauva 11,97 ab 24,30 abc
Embrapa 16 17,25 ab 41,77 ab
Fundacep 50 20,31 a 4342 ab
F. Nova Era 427 b 29,82 abc
Onix 12,25 ab 14,73 ¢
Safira 13,63 ab 23,99 abc
Média Total 14,62 24,00

C.V. 5,70 % 18,26 %

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.

A média da estatura apresentou correlacdo de 76,95% com o
rendimento de grdos (kg/ha) e de 79,24% com a massa seca da parte
aérea da planta (Tabela 12). A diminuicdo da estatura da planta

representa menor area fotossintética, resultando em menor
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produtividade de graos e de matéria seca, a qual tem interesse
secundério em relagdo a cobertura de solo e ou produgdo de forragem
em trigos de duplo propdsito ou em outras plantas utilizadas para
alimentacao animal.

A massa da matéria seca da parte aérea da planta teve grandes
reducdes em plantas expostas ao complexo BYDV-PAV/vetores, no
entanto, nao houve interacdo com as cultivares. O percentual de dano
médio foi de 40,27%, variando de 20,94 a 60,90%, destacando-se as
cultivares BRS Camboatd e Fundacep Nova Era, com os menores
percentuais de reducdo, 20,94 e 21,88%, respectivamente, embora nio
considerado diferente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro (Tabela 4). Esta caracteristica implica na diminui¢do da produgdo
de graos e forragem. Diferencas significativas também foram
encontradas por Gomes (2006) utilizando a cultivar de trigo Embrapa
16 quando foi infestada com dez afideos por planta

A correlacdo da massa da matéria seca da parte aérea da planta
com o rendimento de graos é de 94,67% (Tabela 12), significando que
a grande reducdo observada nesta varidvel indica reducdes
significativas no rendimento de grdos em todas as cultivares
estudadas.

Para massa da matéria seca do sistema radicular, a diferenca entre
plantas infectadas e sadias foi significativa para a maioria das
cultivares (Figura 2). Entretanto, houve interacdo e algumas cultivares,
dentre elas, BR 23, BRS 177, BRS 179, BRS 194, BRS 208, BRS
Camboatd, BRS Canela, BRS Guamirim, BRS Timbaitiva, Onix e

Safira ndo diferiram (Figura 2), resultado semelhante foi encontrado
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por Gomes (2006), em plantas de trigo infestadas com afideos

viruliferos e plantas sem infestacao.

Tabela 4 - Massa da matéria seca da parte aérea (g) em cultivares de
trigo infectadas com BYDV-PAV através de R. padi, S.
avenae e S. graminum e sadias

Cultivares Infectado Sadio (S_]I);;g:i 00
BR 23 163,36 240,95 32,20
BR 35 103,46 264,58 60,90
BRS 177 168,22 285,49 41,08
BRS 179 172,86 268,07 35,52
BRS 194 172,14 278,06 38,09
BRS 208 166,47 231,38 28,05
BRS 220 117,35 241,39 51,39
BRS Angico 116,13 257,53 54,91
BRS Buriti 131,71 261,46 49,62
BRS Camboata 164,18 207,66 20,94
BRS Camboim 161,97 268,51 39,68
BRS Canela 172,10 249.46 31,01
BRS Guabiju 116,37 280,94 58,58
BRS Guamirim 133,06 224.12 40,63
BRS Louro 152,05 271,64 44,03
BRS Timbauva 180,96 273,03 33,72
Embrapa 16 138,41 283,34 51,15
Fundacep 50 132,56 246,52 46,23
F. Nova Era 248,65 318,30 21,88
Onix 165,72 219,20 24,4
Safira 125,13 214,43 41,64
Média Total B 152,52 A 256,48 A 40,27
C.V. 20,13% 16,19 %

Meédias precedidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.

As cultivares BRS 220, BRS Buriti, Embrapa 16 e Fundacep 50
apresentaram os maiores danos percentuais, diferindo das cultivares

Onix e BRS Guamirim que apresentaram um incremento de 14,73% e
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6,44 na massa da matéria seca do sistema radicular das plantas

infectadas, respectivamente (Tabela 3).

@ Infectado
25,0 @ Sadio

Cultivares

C.V.=21,70

Figura 2 - Massa da matéria seca do sistema radicular (g) em
cultivares de trigo infectadas com BYDV-PAV por R.

padi, S. avenae e S. graminum e sadias.
Meédias acompanhados da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

J4 Lanzarini et al. (2007) encontraram diferencas significativas
para a massa da matéria seca total (parte aérea + sistema radicular) de
cinco cultivares de trigo infectadas com BYDV-PAV, com dano
variando de 26,5% na cultivar BRS 177 a 52,7%, na cultivar BRS 179.
Caetano (1972) observou reducdo de 44% na massa da matéria seca
total de plantas de trigo, cultivar Lagoa Vermelha, que apresentavam
os sintomas de BYDV, livres de outras doencas e sem a agdo de
afideos durante o desenvolvimento. Quando os afideos foram deixados
sobre as plantas até o final do ciclo da cultura, a reducao foi de 82%,

sugerindo neste caso o dano provocado pelo pulgdao como praga.
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3.2 Rendimento de graos e seus componentes

Nao estdao apresentados os dados das varidveis, graos por espiga,
massa de mil graos e rendimento de grdos para as cultivares BR 35,
BRS 220 e BRS Guamirim, devido aos danos causados por geada
durante o estddio de florescimento. As demais cultivares nao foram
afetadas por possuirem ciclo mais tardio.

Todas as caracteristicas sdo importantes, direta ou indiretamente.
Contudo, em culturas onde o interesse econdomico é a producdo de
graos, o fator de maior relevancia € o rendimento. Sob este ponto de
vista foram avaliados os principais componentes do rendimento,
como: numero de plantas estabelecidas, nimero de espigas por planta,
nimero de graos por espiga, massa de mil grdos e rendimento de
graos.

Houve diferenga significativa no nimero de plantas estabelecidas
entre as testemunhas (sadio), oriundas de sementes tratadas com
imidacloprido e sem infestacio de pulgdes viruliferos, e plantas
infectadas, sem tratamento de semente e com infestacdo natural e
artificial de afideos (Tabela 5). Isto indica que a exposi¢do das
plantulas ao complexo BYDV-PAV/afideos antes do afilhamento
(emissao da terceira folha) causa, em alguns casos, morte das mesmas.

O resultado obtido para o nimero de plantas estabelecidas difere
do encontrado por Lanzarini et al. (2007) quando testaram a reacdo de
cinco cultivares de trigo (BRS 177, BRS 179, BRS 194, BRS Angico
e BRS Camboatd) infectadas por BYDV-PAYV, sob condi¢des de

telado. A condicdo de campo em relagcdo ao telado pode ter sido fator
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determinante para a diferenca nos resultados observados por ser o

campo ambiente com condi¢des ndo controladas, expostos a infestagao

natural por afideos vetores.

Tabela 5§ - Numero de plantas de trigo estabelecidas no campo apds o
afilhamento em cultivares de trigo infectadas com BYDV-
PAV através de R. padi, S. avenae e S. graminum e sadias

Cultivares Infectado () Sadio (S) (S_II))*;‘S‘:S{ 00
BR 23 47,75 54,25 11,98
BR 35 44,75 54,25 17,51
BRS 177 47,50 53,50 11,21
BRS 179 57,00 52,00 -9,62
BRS 194 51,50 51,25 -0,49
BRS 208 45,75 53,75 14,88
BRS 220 38,25 48,50 21,13
BRS Angico 46,25 50,75 8,87
BRS Buriti 49,25 49,50 0,51
BRS Camboata 48,00 50,25 4,48
BRS Camboim 50,00 48,75 2,56
BRS Canela 46,50 51,75 10,14
BRS Guabiju 50,00 58,50 14,53
BRS Guamirim 51,25 53,50 421
BRS Louro 55,50 52,25 -6,22
BRS Timbaiiva 49,75 52,75 5,69
Embrapa 16 47,25 56,00 15,63
Fundacep 50 45,75 52,50 12,86
F.Nova Era 54,25 56,75 4,41
Onix 51,75 56,25 8,00
Safira 47,00 55,00 14,55
Meédia Total B 48,80 A 52,95 A 7,70
C.V. 15,01% 18,56 %

Meédias precedidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.

7z

Quanto ao ndmero de espigas por planta, € significativa a

diferenca entre plantas infectadas e sadias, ndo ocorrendo interagdao

entre os tratamentos (infectado e sadio) e as cultivares (Tabela 6),
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ratificando o observado por Lanzarini et al. (2007) no estudo de cinco
cultivares de trigo e Gomes (2006) com infestacdo de dez afideos por
planta na cultivar de trigo Embrapa 16. Barbieri et al. (2000)
verificaram que as cultivares de trigo IAC 5-Maringa, BR 14, BR 34,
BR 35 nao apresentaram diferenca ja, para Embrapa 16 e CEP 24 o
nimero de espigas de plantas sadias foi maior.

A correlacdo do nimero de espigas por planta com rendimento de
graos foi de 61,45% e com o numero de afilhos foi de 93,77%
(Tabela 12). Isto indica que a reducdo no nimero de afilhos leva a
redu¢do no nimero de espigas e, consequentemente no nimero € peso
de graos, resultando em diminui¢ao do rendimento.

O numero de graos por espiga, bastante importante em avaliacoes
de rendimento, sofreu alto percentual de dano em todas as cultivares,
na média 28,99%, variando de 17,68% na cultivar Onix a 37,59% na
BRS Guabiju (Tabela 6), esta tltima assemelha-se ao dano médio de
38% encontrado por Caetano (1972). Houve diferenca significativa
entre parcelas infectadas e sadias, e as cultivares apresentaram
comportamento diferenciado diante da condi¢cdo imposta pelo
complexo BYDV-PAV/vetores, podendo ser observado pelas médias
(infectado e sadio) (Tabela 7). Este resultado esta de acordo com o
encontrado por Lanzarini et al. (2007) para a determinacido de graos
por planta em cinco cultivares de trigo e Barbieri et al. (2000), que
analisando o nimero total de grios, na parcela encontraram diferencas

para os cultivares Embrapa 16 e CEP 24.
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Tabela 6 — Numero de espigas por planta de cultivares de trigo
infectadas com BYDV-PAV através de R. padi, S.
avenae e S. graminum e sadias

Cultivares Infectado Sadio (S-II))?ISI"(‘)i 00
BR 23 1,90 2,00 3,38
BR 35 1,86 1,89 2,44
BRS 177 1,97 2,09 6,06
BRS 179 1,64 2,00 18,94
BRS 194 1,64 2,10 21,02
BRS 208 1,57 1,72 6,77
BRS 220 1,25 1,93 35,22
BRS Angico 1,76 2,23 20,3
BRS Buriti 1,68 2,13 21,33
BRS Camboata 1,88 1,99 6,11
BRS Camboim 1,92 2,47 22,44
BRS Canela 1,94 2,07 8,05
BRS Guabiju 1,74 1,95 12,54
BRS Guamirim 2,05 2,60 21,14
BRS Louro 1,53 2,00 22,57
BRS Timbaiiva 2,35 2,38 2,05
Embrapa 16 1,63 1,95 17,21
Fundacep 50 1,43 1,91 24,58
F. Nova Era 2,04 2,15 4,99
Onix 1,86 1,87 0,89
Safira 1,89 1,87 2,77
Média Total B 1,79 A 2,06 A 13,11
C.V. 15,43 % 28,28 %

Meédias precedidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 7 - Numero de graos por espiga em plantas de trigo de de
cultivares de trigo infectadas com BYDV-PAV através
de R. padi, S. avenae e S. graminum e sadias

Cultivares Infectado Sadio (S-II))e;ISI"(‘)iOO
BR 23 19,01 be 28,33 ab 32,89
BRS 177 17,79 cd 28,34 ab 37,23
BRS 179 18,88 bc 27,13 ab 30,40
BRS 194 20,47 abc 26,80 ab 23,60
BRS 208 19,67 abc 28,76 ab 31,60
BRS Angico 20,30 abc 30,59 ab 33,64
BRS Buriti 19,17 abc 28,98 ab 33,85
BRS Camboata 21,29 abc 28,38 ab 25,00
BRS Camboim 19,42 abc 27,94 ab 30,49
BRS Canela 23,29 ab 28,38 ab 17,94
BRS Guabiju 17,23 cd 27,61 ab 37,59
BRS Louro 21,16 abc 30,66 ab 30,99
BRS Timbaiiva 21,40 abc 26,25 b 18,48
Embrapa 16 17,85 cd 27,80 ab 35,81
Fundacep 50 19,45 abc 28,86 ab 32,58
F. Nova Era 24,53 a 31,79 a 22,82
Onix 21,15 abc 25,69 b 17,68
Safira 18,33 bc 25,88 b 29,18
Média Total B 20,02 A 28,23 A 28,99
C.V. 8,86 % 13,10%

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e precedidas de mesma letra maidscula
na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Na média das cultivares, a massa de mil graos teve um percentual
de dano de 9,78%, variando de 3,89% na cultivar Embrapa 16 a
13,15% na cultivar Safira. Mesmo sendo menor do que nas demais
varidveis estudadas, este € considerado um valor alto porque interfere
diretamente no rendimento de graos da cultura. Lanzarini et al. (2007)
e Caetano (1972) encontraram percentuais maiores de dano para esta
caracteristica em trigo. A diferenca entre as plantas infectadas e sadias

foi significativa (Tabela 8), mas ndo houve interagdo dos tratamentos
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(infectado e sadio) com as cultivares. Este resultado esta de acordo
com o relatado por Lanzarini et al. (2007) e difere do encontrado por
Nicolini-Teixeira et al. (2006) os quais observaram em algumas
cultivares de aveia que a massa de mil grdos foi maior em plantas
infectadas que em sadias, fato este que se explicar por se tratar de uma
cultura diferente na qual é conhecida a compensacdo em paniculas

com menos graos.

Tabela 8 - Massa de mil graos produzidos por plantas de trigo de
cultivares infectadas com BYDV-PAV através de R.
padi, S. avenae e S. graminum e sadias

Cultivares Infectado Sadio (S-II))a;ISl"(‘)i 00
BR 23 31,90 35,50 10,09
BRS 177 29,83 32,89 9,30
BRS 179 30,89 33,80 8,59
BRS 194 32,04 34,31 6,61
BRS 208 30,80 34,01 9,46
BRS Angico 27,90 30,71 9,16
BRS Buriti 28,70 32,35 11,28
BRS Camboata 29,12 31,82 8,50
BRS Camboim 26,12 28,64 8,79
BRS Canela 28,85 32,17 10,33
BRS Guabiju 28,00 31,24 10,36
BRS Louro 28,49 31,48 9,49
BRS Timbaiiva 28,06 30,41 7,74
Embrapa 16 30,65 31,89 3,89
Fundacep 50 30,87 33,93 9,03
F. Nova Era 28,61 31,03 7,78
Onix 28,29 31,78 10,97
Safira 28,24 32,52 13,15
Média Total B 29,45 A 32,66 A 9,14
C.V. 4,38 % 6,00 %

Meédias precedidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.
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Os danos verificados neste trabalho sdo superestimados porque
além da infestacdo natural de vetores, ainda foi feita infestacdo
artificial com afideos viruliferos, de maneira uniforme, e,
normalmente, em lavouras comerciais ocorre infestacio em focos,
mostrando sintomas em reboleira. Entretanto, os resultados
apresentados neste trabalho mostram o potencial de dano para cada
cultivar frente ao complexo BYDV-PAV/vetores.

Outro aspecto a ser considerado ao comparar com cultivos
comerciais € que ndo, necessariamente, as plantas expressam sintomas
visiveis (D’ARCY, 1995) e sabe-se que o virus interfere na fisiologia
da planta causando danos (JENSEN, 1968a; JENSEN, 1968b), no
entanto, ndo € conhecida a reducio na produtividade destas infeccdes
latentes.

A percentagem média de dano encontrada nos materiais foi de
47,94% e nao foi verificado diferencas significativas entre as
cultivares testadas, os danos variaram de 30,30% na cultivar BRS
Timbatva a 61,45% na cultivar Fundacep 50. As diferencas foram
significativas entre plantas com e sem infestacdo, € ndo houve
interacdo dos tratamentos com as cultivares (Tabela 9). Caetano
(1972) encontrou reducdo média de produtividade de 61,6% na
cultivar de trigo Lagoa Vermelha. Lanzarini et al. (2007), estudando
cinco cultivares de trigo, concluiram que todas foram suscetiveis e que
BRS 179 foi altamente suscetivel. Barbieri et al. (2000) verificaram
redugdes no peso de graos em plantas de trigo infestadas com afideos
viruliferos nas cultivares IAC 5-Maringd, Embrapa 16 ¢ CEP 24 e nao

foi significativa a diferenca em BR 14, BR 34 e BR 35.
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Tabela 9 - Rendimento estimado de graos (kg/ha) de cultivares de
trigo infectadas com BYDV-PAV através de R. padi, S.
avenae e S. graminum e sadias

Cultivares Infectado Sadio (S-lI))zllggi 00
BR 23 2725 5655 51,81
BRS 177 2509 5307 52,72
BRS 179 2765 4864 43,16
BRS 194 2820 5016 43,78
BRS 208 2159 4547 52,51
BRS Angico 2200 5442 59,58
BRS Buriti 2311 4991 53,70
BRS Camboata 2881 4911 41,33
BRS Camboim 2503 4996 49,89
BRS Canela 2988 4930 39,40
BRS Guabiju 2105 5059 58,38
BRS Louro 2584 5207 50,38
BRS Timbauva 3555 5100 30,30
Embrapa 16 2141 4942 56,67
Fundacep 50 1966 5097 61,43
F. Nova Era 3858 6274 38,51
Onix 2884 4337 33,52
Safira 2384 4409 45,93
Média Total B 2630 A 5060 A 4794
C.V. 19,16 % 12,85 %

Meédias precedidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro.

Mesmo sem diferenca estatistica das demais cultivares, destaca-se
neste estudo, BRS Timbatdva e Onix como tendo menores percentuais
de dano no rendimento (kg/ha) e BRS Angico, BRS Guabiju, Embrapa

16 e Fundacep 50 com maior redu¢ao do rendimento (Tabela 9).
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3.3 Concentracao viral (leitura da absorbancia com filtro de

405nm)

A tnica espécie viral detectada foi BYDV-PAV e a concentragao
do virus foi significativamente diferente entre plantas infestadas e sem
infestacdo com pulgoes viruliferos.

As plantas testemunhas, referidas no trabalho como sadias, que
receberam tratamento de semente com inseticida imidacloprido, para o
controle dos pulgdes vetores nos estddios iniciais da cultura e, ndo
receberam infestacdo artificial, foram positivas para BYDV-PAV
(através de DAS-Elisa) em 10% das amostras, embora a concentracao
viral tenha sido bastante baixa na maioria dos casos.

Dos trés orgdos da planta analisados, o colmo teve maior
concentracdo do virus (Figura 3). Isto pode ter sido influenciado pelo
periodo de coleta, realizado 90 dias apds a infestacdo e ndo antes como
mostrou ser melhor no trabalho de transmissdo (capitulo 3), onde a
raiz tem maior concentracao em coletas de até 15 dias apds eliminacdo
dos vetores para o tempo de transmissao de 48 horas.

As cultivares que apresentaram concentracdo viral mais baixa
foram BRS Camboatd, BRS Camboim, BRS Guamirim e Onix e,
leitura mais elevada foi BRS 177, BRS 179, BRS 220 e BRS Angico,
0 que ndo representou, menor ou maior rendimento de graos,
respectivamente, nao sendo caracterizada, portanto como resistentes e
suscetiveis. A correlacdo dos valores de absorbancia com o
rendimento de graos foi de 39,73% para andlise da folha, 66,75% para
o colmo e 57,88% para a raiz (Tabela 12).
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Figura 3 - Concentracido viral (A 405 nm = absorbancia total — 2
vezes o controle negativo da placa) em cultivares de trigo
infectadas com BYDV-PAYV.

3.4 Sintomatologia

As determinagdes sintomatoldégicas sao dependentes do avaliador,
embora a escala utilizada seja descritiva, € comum superestimar ou
subestimar os sintomas, por isso as avaliacdes foram feitas sempre
pela mesma pessoa.

As avaliacdes foram realizadas em trés estddios de
desenvolvimento da cultura, porque durante a fase de alongamento do
colmo os sintomas tendem a desaparecer, isto ¢ comum em algumas
infecc¢des virais, tornando-se bastante dificil determinar qual o estadio
de desenvolvimento ideal para a avaliacdo. Contudo, a observagdo
visual mostrou-se, extremamente vélida, com elevadas correlacdes

com o rendimento de graos.
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A primeira avaliacdo no estadio 3 (afilhos formados) teve 83,0%
de correlacdo com o rendimento e a segunda e terceira avaliacoes,
estadios 10.1 (primeiras espigas visiveis) e 10.5.3 (final da floracdo)
apresentaram 88,0%.

A média das trés avalia¢des visuais durante o desenvolvimento da
cultura resultou em 87,71% de correlacdo com o rendimento de graos
e 67,68% com a concentracdo viral (absorbancia 405 nm) do colmo
das plantas. 83,92% com a massa de matéria seca da parte aérea das
plantas, 75,25% com o nimero de grdos por espiga € 72,13% com a
estatura (Tabela 12), representando uma boa ferramenta para auxiliar
em avalia¢des de danos causados por BYDV-PAYV na cultura do trigo.

Em todas as avaliacdes, o indice de doenca nas plantas sadias se
aproximou de zero, significando que os sintomas nestas plantas foram
quase imperceptiveis. Na primeira e segunda avaliacio houve
interacdo entre os fatores, tratamentos e cultivares. No estddio 3, as
cultivares BR 23, BRS Camboatd, BRS Timbatva e Fundacep Nova
Era apresentaram poucos sintomas, nio diferindo do tratamento sadio,
Jano estadio 10.1, somente a cultivar BRS Timbatva néo foi diferente
estatisticamente (Tabela 10). No estadio 10.5.3, todas as cultivares
apresentaram diferenca nos sintomas (Tabela 11). 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 de doenca.
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Tabela 10 - Indice de doenca (ID) calculado com base nos sintomas.
Avaliacdo 1 (estadio 3) e avaliacdo 2 (estddio 10.1) em
cultivares de trigo infectadas com BYDV-PAV através
de R. padi, S. avenae e S. graminum e sadias

Avaliacao -1 Avaliacao - 2

Cultivares Estadio 3* Estadio 10.1%*
Infectada Sadia** Infectada Sadia**
BR 23 A 0,057 bed A 0,006 A 0,313 abcdefg B 0,000
BR 35 A0,112 bed B 0,000 A 0,302 bedefgh B 0,000
BRS 177 A 0,105 bed B 0,000 A 0,209 fgh B 0,000
BRS 179 A 0,088 bed B 0,000 A 0,225 defgh B 0,000
BRS 194 A 0,122 bed B 0,000 A 0,144 gh B 0,000
BRS 208 A 0,077 bed B 0,000 A 0,530 abcd B 0,000
BRS 220 A 0,094 bed B 0,000 A 0,522 abc B 0,000
BRS Angico A 0,138 ab B 0,000 A 0,514 abcde B 0,000
BRS Buriti A 0,122 bed B 0,000 A 0,595 ab B 0,000

BRS Camboata A 0,062 bed A 0,010 A 0,241 cdefgh B 0,000
BRS Camboim A 0,145 ab B 0,004 A 0,392 abcdefg B 0,014

BRS Canela A0,117 bed BO0,000  A0,183 feh B 0,016
BRS Guabiju A0118 bed BO0,000  A0468 abedef B 0,000
BRS Guamirim A 0,027 d B0,000  A0,363 abedefz B 0,000
BRS Louro A0,086 bed BO0,000  A0228 cdefech B 0,000
BRS Timbadva A0032 c¢d  A0000  A0,037 h A 0,000
Embrapa 16 A0241 a B0,000  A0623 a B 0,016
Fundacep 50 A0,112 bed BO0,001  A0323 abcdefg B 0,000
F. Nova Era A0,025 d A0,000  A0,147 gh B 0,000
Onix A0,131 abc  BO0,000  A0218 efgh B 0,000
Safira A0,105 bed B0,000  A0,601 ab B 0,008
Média Total A 0,101 B 0,001 A 0,342 B 0,002
C.V. 3,52 % 7,61%

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e precedidas de mesma letra maidscula
na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

*Escala de crescimento para cereais de inverno, Feekes modificada (LARGE, 1954).

** Nao significativa (coluna).

As cultivares apresentaram reacdes distintas na expressdo dos
sintomas, dependendo do estddio de desenvolvimento. Na primeira
avaliacdo a cultivar com maior indice de doenca foi Embrapa 16, que
estatisticamente ndo diferiu das cultivares BRS Angico, BRS
Camboim e Onix. No estidio 10.1, primeiras espigas visiveis,

Embrapa 16 continuou com sintomas mais expressivos, seguido da
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cultivar Safira, no entanto, outras nove cultivares nio diferiram
estatisticamente (Tabela 10), e, na terceira avaliagdo, no estddio
10.5.3, final da floracdo, a cultivar que apresentou maior indice foi a

BRS 220 (Tabela 11).

Tabela 11 - indice de doenca (ID) calculado com base nos sintomas.
Avaliacdo 3 (estddio 10.5) ) em cultivares de trigo
infectadas com BYDV-PAV através de R. padi, S.
avenae e S. graminum e sadias
Avaliacao - 2

Cultivares Estadio 10.5.3

Infectado Sadio
BR 23 0,422 bc 0,011 ns**
BR 35 0,384 bcd 0,003
BRS 177 0,292 bed 0,004
BRS 179 0,241 bed 0,000
BRS 194 0,181 cd 0,003
BRS 208 0,471 b 0,003
BRS 220 0,848 a 0,032
BRS Angico 0,314 bed 0,003
BRS Buriti 0,326 bced 0,000
BRS Camboata 0,296 bcd 0,017
BRS Camboim 0,469 b 0,021
BRS Canela 0,188 cd 0,010
BRS Guabiju 0,379 bcd 0,004
BRS Guamirim 0,447 b 0,015
BRS Louro 0,294 bcd 0,004
BRS Timbauva 0,176 cd 0,005
Embrapa 16 0,371 bcd 0,011
Fundacep 50 0,231 bcd 0,000
F. Nova Era 0,155 d 0,000
Onix 0,315 bed 0,008
Safira 0,475 b 0,010
Média Total A 0,346 B 0,008
C.V. 6,58 %

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e precedidas de mesma letra maidscula
na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

*Escala de crescimento para cereais e inverno Feekes modificada (LARGE, 1954).

** ng = ndo significativo
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As cultivares que apresentaram os menores indices foram: BRS

Guamirim e Fundacep Nova Era no estddio 3, BRS 194 e BRS

Timbatva no estdgio 10.1 e Fundacep Nova Era no estddio 10.5.3

(Figura 4).

O=NWAUID N 00O
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[=Y=1=1=T=I=l=l=l=1=]

Indice de Doenca

W Avaliagdo 1
O Avaliagdo 2
O Avaliagdo 3

Cultivares

Figura 4: Indice de doenca (ID) calculado com base nos sintomas.

Avaliacao 1, 2 e 3, estddio 3, 10.1 e 10.5.3 (escala
Feekes — Large), em cultivares expostas ao complexo
BYDV-PAV/afideos vetores (R. padi, S. avenae e S.
graminum).

Comparando as trés épocas de avaliagdo do indice de doenga, na

avaliacdo 1 os valores obtidos foram menores que nas avaliacdes 2 e 3

(Figura 4). Quando a intensidade dos sintomas € pouco expressiva,

torna-se dificil o trabalho de campo, aumentando a probabilidade de

erro. Desta forma, nas condi¢des do experimento, verificou-se que, os

melhores estddios para observacdo dos sintomas de BYDV-PAV em

trigo sao os estadios superiores a 10.
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Tabela 12 - Correlagdes entre as varidveis analisadas em cultivares
expostas ao complexo BYDV-PAV/afideos vetores e

lantas sadias
Estatura  Afilhos/ Espigas/ Graos/ Rend. ID**

(cm) planta planta Espiga (kg/ha)
MMSPA (g) 79,24 56,60 61,19 81,90 94,67 83,92
MS raiz (g) 69,03 29,98 34,34 53,88 68,38 64,15

Estatura (cm) - 26,16 34,53 69,17 76,95 72,13
Afilhos/planta 26,16 - 93,77 28,27 56,06 54,82
Espigas/planta 34,53 93,77 - 30,02 61,45 60,89

Graos/Espiga 69,17 28,27 30,02 - 89,20 75,25
Elisa folha* 33,7 29,8 34,43 29,77 39,73 45,66
Elisa colmo* 46,03 46,92 50,63 53,98 66,75 67,68
Elisa raiz* 41,38 14,67 14,04 66,14 57,88 51,52
Rend. (kg/ha) | 76,95 54,84 61,45 75,23 - 87,71

* Absorbancia 405 nm
** Média das trés épocas de avaliacdes

4 CONCLUSOES

Sob as condi¢Oes em que foi estudada a reacdo das cultivares de
trigo ao complexo BYDV-PAV/vetores (R. padi, S.avenae e S.
graminum), conclui-se que:

a) Baseado no rendimento das cultivares ndo foi possivel identificar
nenhuma fonte de resisténcia ou tolerancia nos gendtipos de trigo
testados.

b) As cultivares, Fundacep 50, BRS Guabiju, BRS Angico e
Embrapa 16 mostram-se altamente suscetiveis ao complexo BYDV-
PAV/vetores.

¢) As cultivares BRS Timbativa, Onix e Fundacep Nova Era
apresentaram menor suscetibilidade ao complexo BYDV-PAV/

vetores quando comparadas as demais cultivares.
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d) A avaliacdo sintomatoldgica € util quando o objetivo € estimar
niveis de suscetibilidade ou tolerancia ao complexo, em genétipos de
trigo e deve ser realizada apdés o estddio 10 da escala de

desenvolvimento Feeks-Large.



CAPITULO 3

MOVIMENTO DO BYDV-PAV NA PLANTA EM FUNCAO DO
REGIME TERMICO E EFEITO DO TEMPO DE ACAO E DO
NUMERO DE VETORES (Rhopalosiphum padi) NA
TRANSMISSAO DO VIRUS EM TRIGO

VANIA BIANCHIN!, JUREMA SCHONS? E JOSE ROBERTO
SALVADOREI®

RESUMO - O Barley Yellow dwarf virus — BYDV € o virus mais
importante dos cereais de inverno, causando danos em cultivos de
todo o mundo. Com o objetivo de estudar o nivel de infestacdo e o
tempo necessario para que o afideo Rhopalosiphum padi transmita o
BYDV-PAV para plantas de trigo (Triticum aestivum L.) e verificar o
movimento do virus em dois regimes térmicos, foram conduzidos
experimentos na Embrapa Trigo em Passo Fundo — RS, no ano de
2007. Foi avaliado o titulo viral através da técnica sorologica DAS-
Elisa com a utilizacdo de anti-soros monoclonais e quantificado em
espectrofotometro com absorbancia de 405 nm. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas de pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e andlise de regressao

' Eng"-Agr®., mestranda do Programa de Pés-graduacio em Agronomia (PPGAgro)
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria FAMV da Universidade de
Passo Fundo UPF, Area de Concentracdo em Fitopatologia.

? Orientadora, Biéloga, Doutora em Ciéncias Biolégicas, professora do PPGAgro da
FAMYV e ICB/UPF.

’ Co-orientador, Eng.-Agr., Doutor em Entomologia., professor da PPGAgro e
FAMYV da UPF e pesquisador da Embrapa-Trigo.
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dos valores de absorbancia para o tempo de transmissao em relacdo ao
nimero de afideos. A concentragdo viral nas raizes € maior do que nas
folhas em todos os periodos de coleta observados apds a inoculagdo e,
em geral, na base das folhas é encontrado maior quantidade do
BYDV-PAV que na parte apical. O movimento do virus se d4 de
forma rapida. Cinco dias apds a inoculacdo foi encontrado grande
acimulo do virus nas raizes. As condi¢des de temperatura testadas
tiveram pouca influéncia na concentracio e deslocamento do virus na
planta. O nimero de afideos interfere no titulo viral, sendo que um
afideo foi menos eficiente na transmissdo, dez afideos provocaram
aumento na concentragdo viral, mas ndo foi diferente de infestacoes
com cinco e, infestagdes com trés ocasionaram menor concentragao
que infestacdes com dez, no entanto, ndo diferiu de infestagcdes com
cinco afideos. O tempo de transmissdo de 12 horas resultou em titulo

viral menor que 24, 36 e 48 horas para todos os niveis de infestacao.

Palavras-chave: BYDV-PAV, Triticum aestivum, transmissio e

concentracao viral.



81

TEMPERATURE EFFECTS ON VIRUS MOVEMENT, TIME
AND VECTOR NUMBER (Rhopalosiphum padi) INFLUENCE
ON THE Barley yellow dwarf virus-PAV TRANSMISSION IN
WHEAT PLANTS

VANIA BIANCHIN', JUREMA SCHONS? E JOSE ROBERTO
SALVADORI®

ABSTRACT - Barley Yellow dwarf virus - BYDV is the most important
viral disease causing damage to winter crops world wide. The aim of
the present study was to determine in wheat plants (Triticum aestivum
L.) the infestation level and time necessary to BYDV-PAV
transmission by the aphid Rhopalosiphum padi and the effect of
temperature on virus plant movement. The experiment was conducted
under controlled conditions at Embrapa Wheat in Passo Fundo - RS,
in 2007. The virus titer was evaluated using monoclonal antibodies for
DAS-Elisa tests and absorbance was read at 405 nm in an Elisa plate
reader. The data were subjected to analysis of variance and means
were compared by Tukey test at 5 % probability level and the
regression analisis of absorbance values for the transmission time in
relation to the number of aphids. DAS-ELISA values for BYDV-PAV
detection were higher in the roots than in the shoots in all periods of
sampling. The data obtained at the base of the leaf blade was higher
than from the top part of the leaves. The virus movement occurred
very fast from the shoots to the roots, the highest virus levels were
found in the roots five days after inoculation with the virus. It was

observed that virus titer in the roots and in the leaves were not
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influenced by the temperature and neither was the virus movement to
the roots. Aphid number had an effect on virus titer. A single aphid
was less efficient for transmitting the virus. The highest virus titer was
observed when plants were infested with five and ten aphids but the
value was not different between. Three aphids showed lower titer than
with ten aphids, however did not differ to five aphids infestation.
Twelve hours after inoculation was less effective than 24, 36 and 48

hours for all infestation levels.

Keywords: BYDV-PAV, Triticum aestivum, inoculation, virus titer.



1 INTRODUCAO

A virose do nanismo amarelo da cevada (VNAC), causada por
espécies dos virus Barley yellow dwarf virus (BYDV) e Cereal yellow
dwarf virus (CYDV) é responsdvel por grandes perdas em culturas de
cereais de inverno, como trigo, aveia, cevada, triticale, dentre outras,
em todo o mundo (D’ARCY & BURNETT, 1995).

A relagdo do virus com o vetor € persistente circulativa nao
propagativa, isto é, o virus ndo replica no inseto e persiste durante as
ecdises, sem, entretanto, ocorrer a transmissdo para sua prole
(Rochow, 1969). No Brasil, Caetano (1973) cita dez espécies de
afideos infestando trigo, contudo, Salvadori e Tonet (2001)
classificam como as mais importantes, em termos de ocorréncia e
distribuicdo, Schizaphis graminum (Rondoni), Metopolophium
dirhodum (Walker), Sitobion avenae (Fabricius), Rhopalosiphum padi
(Linnaeus), Rhopalosiphum maidis (Fitch) e Rhopalosiphum
rufiabdominale (Sasaki).

O modelo de transmissdo proposto por Gildow e Gray (1993),
considera que para ser adquirido o virus precisa ser ingerido pelos
afideos durante a succdo de seiva no floema de plantas infectadas.
Depois, o virus passa pelos intestinos anterior e posterior, e chegando
a hemolinfa do inseto € transportado até as glandulas salivares. A
proteina capsidial do virus é reconhecida e interage com a
glicoproteina da lamina basal da glandula salivar acessdria e €
excretado pelo canal salivar quando o inseto volta a se alimentar,

infectando as plantas.
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A transmissao do virus pelos afideos foi exaustivamente estudada
desde que o BYDV foi descrito pela primeira vez por Oswald &
Houston (1951). Contudo, muitas ddvidas persistem sobre o efeito dos
fatores que interferem neste processo. As condi¢des ambientais estdo
entre os fatores que mais influenciam (HARRINGTON, 2002).

O estddio de desenvolvimento dos afideos também é um fator de
grande influéncia na efici€éncia de transmissao. Halstead & Gill (1971)
mostraram em seus estudos que ninfas de S. graminum s3o mais
eficientes na aquisicdo e na transmissdo de BYDV-SGV que adultos.
Gill (1970) obteve resultados semelhantes para a transmissdo de
BYDV-RMV e BYDV-SGV por R. maidis.

Outro fator que influencia a transmissao € o titulo viral, conforme
foi colocado por Foxe & Rochow (1975). Altos titulos virais tornam a
transmissdo mais eficiente em vetores ndo especificos e baixos titulos
a tornam insignificante. Gray et al. (1991) reportaram que o titulo do
virus interfere significativamente na transmissdo de vadrias
combinacdes de BYDV e vetores, mas que a efici€éncia da transmissao
pode ser mais afetada pelo tempo de aquisi¢do do que pelo titulo viral.

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de estudar o
movimento do BYDV-PAV em plantas de trigo em dois regimes
térmicos e o efeito do tempo de transmissao e do niimero de vetores na

transmissao do virus pelo afideo Rhopalosiphum padi.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos em condi¢des controladas,
nas dependéncias da Embrapa Trigo em Passo Fundo-RS, no ano de

2007.

Experimento I — Movimento do BYDV-PAYV na planta de trigo em

dois regimes térmicos.

A cultivar de trigo utilizada foi Embrapa 16 que exibe sintomas
de infeccio por BYDV-PAV desde os estddios iniciais de
desenvolvimento.

Foi investigada a influéncia de dois regimes de temperatura no
movimento do virus na planta através da execu¢do do ensaio em dois
ambientes. Em camara de crescimento, o experimento foi realizado a
temperatura constante (21 °C £+ 1 °C) e a temperatura varidvel (6 °C a
20 °C), simulando um dia de inverno tipico dos meses de junho/julho
do sul do Brasil (Tabela 1). Nas duas condicdes o fotoperiodo foi de

12 horas e a umidade relativa do ar de 85%.

Tabela 1 - Hordrios e temperaturas para a condicdo de simulacdo do
dia de inverno

Horario 24:00 2:00 4:00 6:00 8:00 9:00 10:00
°C 10 9 8 7 6 9 12

Horario 12:00 13:00 14:00 16:00 18:00 20:00 22:00
°C 16 18 20 18 15 12 11
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A semeadura foi feita em baldes com capacidade para sete litros,
com solo corrigido e adubado conforme a recomendacdo técnica para a
cultura do trigo (REUNIAO..., 2007). Foram semeadas 20 sementes
por balde e feito o desbaste apos a emergéncia, deixando-se 10 plantas
por balde. O delineamento foi inteiramente casualizado,
desconsiderando algum possivel efeito causado por diferentes baldes,
com 10 repeticdes. A unidade experimental foi uma planta.

Quando as plantas estavam com uma folha expandida, estadio 1
da escala Feekes modificada (LARGE, 1954), as plantas foram
infestadas com cinco afideos/planta (Rhopalosiphum padi), portadores
do BYDV-PAYV isolado 1, oriundo de plantas de aveia preta coletadas
em Passo Fundo-RS no ano de 2007.

A viruléncia dos afideos foi comprovada através da técnica de
DAS-Elisa e sequenciamento genético da capa protéica. Os afideos
foram transferidos para as plantas com ajuda de um pincel imido e
com o devido cuidado para nio danificar o aparelho bucal do inseto
(estilete). Cada planta infestada e também as plantas ndo infestadas
(testemunhas) foram cobertas com uma gaiola (tubo de acetato, com
abertura lateral e na extremidade superior cobertas por tela de nylon).
48 horas apds a infestagcdo os insetos foram eliminados com a
pulverizacdo do inseticida pirimicarbe na concentracio de 62,5 g
1.a./100L de agua.

Os afideos viruliferos utilizados no trabalho foram obtidos da
criacdo existente no laboratorio de entomologia da Embrapa Trigo,

estabelecida a partir de insetos coletados em campo, no ano de 2007.
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As plantas foram mantidas sob condi¢do de temperatura varidvel
(6 °C a 20 °C) até a eliminacdo dos pulgdes, ou seja, sob as mesmas
condicdes de temperatura durante a transmissdo. Logo apds a
eliminacdo dos insetos as plantas a serem submetidas a temperatura
constante foram levadas a cdmara de crescimento a 21 °C £ 1 °C.

As determinagdes do titulo viral foram realizadas por teste
sorolégico, DAS-Elisa, em diferentes periodos de coleta das plantas,
5,10, 15, 20, 25, 30 e 45 dias apds a remocao dos pulgdes.

O teste de Elisa foi realizado no laboratério de virologia vegetal
da Universidade de Passo Fundo. As plantas foram segmentadas em
amostras de raiz e parte apical e basal das folhas e maceradas em
tampao de extracdo (sulfito de sddio, polivinilpirolidona, albumina e
“tween 20” com pH 7,4), seguindo-se o protocolo de DAS-Elisa
(utilizando anti-soros monoclonais (Agdia Inc. Elkhart-in-USA))
descrito por Clark & Adams (1977). A quantificacdo do titulo viral foi
realizada em espectrofotometro de placas, leitora de Elisa, modelo
Rosys Anthos 2010, com absorbancia de 405 nm.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e compara¢ao
de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro,
utilizando-se o programa Estat - Sistema para andlises estatisticas
(polo computacional/departamento de ciéncias exatas — UNESP —
Campus Jaboticabal) e os graficos foram elaborados com auxilio do

programa Microsoft Excel.
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Experimento II — Efeito do tempo de transmissao do BYDV-PAV

e do namero de afideos vetores em plantas de trigo.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 18 repeti¢des e
arranjo fatorial (4 x 5). O primeiro fator foi o tempo de transmissao,
com quatro niveis (12, 24, 36 e 48 horas) e o segundo fator foi o
nimero de afideos por planta (0, 1, 3, 5 e 10), portadores do BYDV-
PAYV isolado 1 oriundo de plantas de aveia preta coletadas em Passo
Fundo-RS no ano de 2007. A viruléncia dos afideos foi comprovada
por andlise sorolégica de DAS-Elisa e sequenciamento genético da
capa protéica do virus.

O experimento foi conduzido em ambiente controlado em
condi¢des térmicas que simulam um dia de inverno tipico do més de
junho/julho do Sul do Brasil (Tabela 1).

Foi utilizada a cultivar de trigo Embrapa 16, que se mostrou
altamente suscetivel ao virus no Experimento I. As sementes foram
selecionadas, para garantir a uniformidade da emergéncia. A
semeadura foi feita em bandejas pldsticas (40 cm de largura, 60 cm de
comprimento e 20 cm de altura) contendo solo corrigido conforme a
recomendagio técnica para o trigo (REUNIAO..., 2007). Foram
semeadas 80 sementes e feito o desbaste logo apds a emergéncia,
deixando-se 40 plantas por bandeja.

No estddio 1 de desenvolvimento das plantas (uma folha
expandida) da escala de Feekes modificada (LARGE, 1954), foi feita a
infestacdo com vetores (Rhopalosiphum padi), oriundos da criacdo do

laboratério de entomologia da Embrapa Trigo. Com o auxilio de um
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pincel Umido, os insetos alimentados previamente em plantas
infectadas com BYDV-PAYV foram colocados sobre as plantas. Estas
foram protegidas, individualmente, com uma gaiola (descrita no
experimento I). As plantas controle (testemunhas) que nao receberam
a infestacdo também foram protegidas com gaiola. Os afideos
utilizados estavam no terceiro estddio ninfal. A eliminagdo dos insetos
foi realizada com pulverizagao do inseticida pirimicarbe (mesma dose
do experimento I), apds o tempo de transmissao estabelecido para cada
tratamento.

Com base nos resultados do Experimento I, as plantas foram
coletadas 14 dias apds a eliminacdo dos afideos, e a raiz foi o 6rgao
analisado quanto ao titulo viral. Este foi determinado através da
técnica soroldgica de Elisa direto (DAS-Elisa), utilizando-se anti-soros
monoclonais (Agdia Inc. Elkhart-in-USA). A quantificagdo foi feita
em espectrofotometro de placa, leitora de Elisa, modelo Rosys Anthos
2010, com absorbancia de 405 nm.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e a comparacao
entre médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro,
utilizando-se o programa Estat - Sistema para andlises estatisticas
(p6lo computacional/departamento de ciéncias exatas — UNESP —
Campus Jaboticabal) e as andlises de regressdao e os graficos foram

elaborados com auxilio do programa Microsoft Excel.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I — Movimento do BYDV-PAYV na planta de trigo em

dois regimes térmicos.

A translocacdo do virus ocorreu rapidamente para a base das
folhas e para as raizes em relacdo ao dpice das folhas (Figura 1). Na
primeira coleta, aos cinco dias apds a eliminacdo dos vetores, foram
observadas diferencas significativas da concentracdo viral entre as
partes da planta analisadas. O sistema radicular apresentou titulo viral
mais elevado do que a base da folha, no dpice da folha a concentragcao
viral foi menor em todos os periodos de coleta. Este comportamento
do virus na planta condiz com os resultados obtidos por Sandeghi et
al. (2000) que estudaram BYDV-PAV em trigo e cevada e
encontraram concentracdes maiores em raizes do que em folhas, em
todos os periodos de coleta (5, 10, 15, 20, 25 dias apds a inoculagdo).

A rapidez no movimento se explica por ser, 0 BYDV, um virus
translocado via floema (JENSEN, 1969). Os fotoassimilados
produzidos pela planta tém movimento, em geral, descendente nos
vasos floeméticos e o virus percorre 0 mesmo caminho. Quando os
vetores se alimentam ainda em fase de plantula, o virus torna-se
sistémico com maior facilidade, pois chega ao ponto de crescimento e
estard presente em todos os O6rgdos diferenciados durante o
crescimento da planta. Jensen (1973) afirmou que este movimento €
mais lento em temperaturas de 26,5 °C e mais rdpido e crescente, em

temperaturas de 15 °C a 20 °C.
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A concentracdo no 4dpice das folhas manteve-se, praticamente,
constante ao longo das coletas, exceto, aos 10 dias apds a inoculacdo,
onde houve um incremento significativo, ndo diferindo
estatisticamente da parte basal, a qual, nas demais amostragens,
apresentou maior acimulo do virus (Figura 1). Nao foi observada
interferéncia da temperatura na concentracdo do virus na parte apical
das folhas nos periodos analisados (Figura 1).

Inicialmente a concentragdo do BYDV-PAV na base da folha
apresentou elevacdo, atingindo o ponto méaximo aos 15 dias, seguido
de uma tendéncia decrescente até 45 dias apds a eliminagdo dos
vetores. As distintas condi¢des de temperatura nio influenciaram no
acimulo do BYDV-PAYV na parte basal das folhas (Figura 1).

As plantas inoculadas com BYDV-PAV e mantidas em
temperatura constante (21 °C = 1 °C) ou temperatura varidvel,
simulando temperaturas de inverno (Tabela 1), ndo apresentaram
diferenca significativa na concentrag¢do inicial do virus, em nenhum
dos 6rgdos analisados. O titulo e a translocacdo do virus apresentaram
0 mesmo comportamento nos dois ambientes, exceto aos 20 e 45 dias
ap6s a inoculagdo, em que a concentra¢do viral na raiz das plantas
mantidas em temperatura varidvel foi maior (Figura 1). Temperaturas
simulando o inverno favoreceram a manutencdo do titulo viral nas
raizes, enquanto que, em temperatura constante nas coletas de 20 dias
e 45 dias (Figura 1) houve decréscimo da concentracdo viral. O
mesmo ndo foi observado para concentracdes nas partes apicais e

basais das folhas (Figura 1).
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Figura 1 - Concentracdo de BYDV-PAYV (absorbancia de 405 nm) no
apice e na base das folhas e na raiz de trigo, cultivar
Embrapa 16, em plantas submetidas a temperatura
constante (TC) e temperaturas simulando um dia de
inverno (SDI), dias apdés a eliminacdo dos vetores
Rhopalosiphum padi.

*Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro.
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Nao ficou claro neste trabalho o motivo da reducdo dos valores de
absorbancia aos 20 dias ap0s a inoculag@o nas raizes das plantas. Os
valores foram significativamente maiores em condi¢c@o de temperatura
constante. A queda ocorreu em menor propor¢cdo também na base das
folhas, ndo diferindo nos distintos regimes térmicos.

Segundo a conclusdo de Jensen (1973), temperaturas amenas
durante a noite reduzem o movimento do virus na planta, mas
temperaturas em torno de 20 °C durante o dia permitem movimento
mais rapido criando condicdes para a invasao sist€mica, explicando as
concentracdoes semelhantes nas duas condi¢des de crescimento
observadas no presente trabalho.

A cultivar Embrapa 16 € altamente suscetivel, conforme
observado no capitulo dois e também por Barbieri et al. (2000). As
curvas de concentragdo observadas para esta cultivar sdo semelhantes
as observadas por Sip et al. (2006) para gendtipos suscetiveis de
cevada, que avaliaram o titulo viral em folhas e raizes. Para cultivares
resistentes de trigo, possivelmente ocorrerd menor quantidade do virus
na planta, como ocorreu para gendtipos resistentes de cevada (SIP et
al., 2006). Sadeghi et al. (2000) analisando a concentracdo viral de
BYDV-PAV em folhas e raizes de plantas de cevada e de trigo ndo
encontraram diferengas no movimento do virus entre as duas espécies.

O pico de concentracdo viral se deu aos 10 dias apds a inoculacao
(Figura 1), concordando com Sip et al. (2006), em genétipos de
cevada e Ranieri et al. (1993), em trigo, que observaram maior

conteddo viral aos 12 e 11 dias, respectivamente.
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Experimento II — Efeito do tempo de transmissao do BYDV-PAV

e do namero de afideos vetores em plantas de trigo.

Nao houve interacdo entre os fatores tempo de transmissdo e
nimero de afideos, houve, porém, efeito significativo para tempo de
transmissdo e nimero de afideos. A infestacio com um afideo, ndo
diferiu das plantas sem infestacdo quanto a concentracdo viral 12
horas apds a transmissdo. Em 24, 36 e 48 horas, a reacdo soroldgica
foi considerada positiva pela técnica de DAS-Elisa, embora, ndo tenha
diferido significativamente de plantas sem infestacdo, e os valores de
absorbancia foram menores quando comparado a exposi¢do das

plantas a trés ou mais afideos (Figura 2).

—e— zero afideo

2,500 4 —=— 1 afideo
£ —a— 3 afideos
:, 2,000 4 o5 afideos
=] 10 afideos
T 1,500 1 1
il
2
« 1,000
2
o
& 0,500 -
< - T ———

0,000 = * > °

12 hs 24 hs 36 hs 48 hs
Tempo de Transmissao

Figura 2 — Concentracdo do BYDV-PAV (absorbancia — 405 nm) em
plantas de trigo, cultivar Embrapa 16, em fun¢do do tempo
de transmissdo e do nimeros de afideos (Rhopalosiphum
padi).
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As plantas infestadas com dez afideos apresentaram a maior
concentracdo viral, no entanto, ndo diferiram das infestacbes com
cinco afideos. A transmissao feita com trés afideos foi menos eficiente
que a transmissao com dez, mas ndo foi diferente estatisticamente da
transmissao com cinco afideos (Figura 2 e Tabela 2). Skaria et al.
(1984) avaliaram titulo de BYDV-PAV em plantas de aveia, trigo e
cevada infestadas com 2 e 10 afideos viruliferos e encontraram
diferenca significativa na concentragdo somente para aveia em coletas

realizadas 30 dias ap6s a inoculacao.

Tabela 2 — Concentracio do BYDV-PAV (Absorbancia — 405 nm) em
plantas de trigo, cultivar Embrapa 16, em relagdo ao
nuimero de afideos (Rhopalosiphum padi) portadores do
BYDV-PAV em funcio do tempo de transmissao

12 horas 24 horas 36 horas 48 horas Médias

0 afideo 0,126 0,143 0,126 0,144 0,135 ¢
1 afideo 0,129 0,339 0,304 0,389 0,290 ¢
3 afideos 0,464 1,460 0,846 0,992 0,941 b
5 afideos 0,598 1,613 1,103 1,155 1,117 ab
10 afideos 0,909 1,972 1,339 1,219 1,359 a
Meédias B0,445 A1,105 A0,743 A0,780

C.V. 20,18%

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e precedidas de mesma letra maidscula na
linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Boulton e Catherall (1980), com infestacdes de 5, 10, 20 e 50
afideos por planta na cultura da aveia, observaram diminui¢do da
estatura, no entanto, ndo observaram danos no rendimento. J4 Gomes

(2006) com infestacdes de 2 e 10 pulgdes por planta na cultivar de
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trigo Embrapa 16 observou reducdes significativas na produtividade,
nimero de espigas e afilhos por planta, massa de matéria seca de parte
aérea e indice de doenca (sintomas).

Quanto ao tempo de transmissdo, ndao foram observadas
diferencas significativas na concentracdo do virus entre 24, 36 e 48
horas. Houve diferenca significativa para 12 horas, a qual apresentou
titulo viral menor que as demais duracdes (Tabela 2). Gomes (2006)
testando tempos de 2 e 7 dias de infestagdo com afideo R. padi em
trigo ndo encontrou diferenca significativa para nenhuma caracteristica
agrondmica avaliada ou componente do rendimento.

As equagdes que representam a relacio entre o nimero de afideo e
o titulo viral, para cada tempo de transmissao, ajustaram-se muito bem
ao modelo linear. Os ajustes foram de 93% para o tempo de 12 horas,
91% para 24 horas, 97% para 36 horas e 90% para transmissoes de 48
horas. Isto significa que € possivel estimar a concentracido do virus na
planta através do numero de afideos em funcdo do tempo de

transmissao (Figura 3).
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y=0,2035x- 0,1654

R2=0,93 ¢ 12hs
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Figura 3 — Concentracdo do BYDV-PAYV (absorbancia — 405 nm) em
plantas de trigo, cultivar Embrapa 16, com diferentes
tempos de transmissdo, em funcdo do nimero de afideos
(Rhopalosiphum padi) transmissores do virus.

4 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foram realizados os experimentos com
BYDV-PAV transmitido por R. padi, foi possivel concluir que:

a) a raiz € o 6rgao mais adequado para diagnose e determinacdo
da concentragdo viral para BYDV-PAV em plantas de trigo.

b) a base da folha tem maior concentracio do BYDV-PAV que o
apice, em plantas de trigo.

c) trés afideos sdo suficientes para a transmissdao do BYDV-PAV
em trigo para tempos de inoculagdo de 12 a 48 horas.

d) o tempo de 24 horas € satisfatério para a transmissao de

BYDV-PAYV para plantas de trigo.
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e) O melhor periodo para efetuar a leitura de DAS-Elisa
(absorbancia 405 nm) € entre 7 a 17 dias apds a infestacdo das plantas

de trigo com R. padi.



CONSIDERA COES FINAIS

Este trabalho € apenas uma contribuicdo diante das questdes que
ainda estdo por serem esclarecidas. A virose do nanismo amarelo da
cevada hé tempos € uma doenga que necessita maior atencao devido a
dificuldade encontrada para o controle e pela complexidade de
conseguir material tolerante/resistente entre os cereais de inverno
cultivados.

A espécie predominante do virus nas regides triticolas foi BYDV-
PAYV presente em maior propor¢do em praticamente todas as areas de
cultivo. No entanto, como este resultado € varidvel com diversas
condi¢des e fatores, sugere-se 0 monitoramento constante das areas
produtoras de trigo em relacdo a prevaléncia das espécies de BYDV
e/ou CYDYV infectantes nos cereais cultivados e em plantas invasoras,
assim como estudos relacionados a dindmica populacional dos vetores.
Ha a possibilidade que existam outras espécies de BYDV e/ou CYDYV,
que ndo as testadas, infectando plantas de trigo.

Devem ser realizados novos estudos em relacdo ao tempo de
transmissdo principalmente entre os tempos 12 e 24 horas e também
verificar a transmissdo e movimento do virus em gendtipos de trigo

com niveis de suscetibilidade distintos.
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