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OCORRENCIA E CARACTERIZA(;AO DO Wheat
streak mosaic virus NO BRASIL

TALITA BERNARDON MAR'

RESUMO — O Wheat streak mosaic virus (WSMV - Potyviridae,
Tritimovirus) ¢ transmitido pelo acaro Aceria tosichella Keifer
(Acaria: Eriophyidae). O complexo virus-vetor estd amplamente
distribuido em importantes regides agricolas do mundo causando
impacto principalmente na cultura do trigo. Na América do Sul, o
WSMYV teve sua primeira deteccao na Argentina em 2002, e em 2004
o vetor A. tosichella foi encontrado associado a plantas infectadas. O
vetor também foi detectado no Brasil em 2006 e no Uruguai em 2007.
Desde o primeiro registro no Brasil até 2011, a ocorréncia do A.
tosichella foi confirmada em 18 municipios da regido norte e noroeste
do Rio Grande do Sul e em um municipio no oeste de Santa Catarina.
Considerando a ampliacdo da area de ocorréncia do vetor e a presenga
do virus na Argentina, a ocorréncia do WSMV no Brasil foi
investigada. Entre 2009 e 2011, foram coletadas 959 amostras de
gramineas nas regioes produtoras de trigo do Rio Grande do Sul
(57,2%), Santa Catarina (5,2%), Parana (32,5%) e Mato Grosso do Sul
(5,1%) totalizando 451 pontos amostrados em 93 municipios. Do
conjunto total de amostras, subconjuntos foram submetidos a

diferentes estratégias de detecc¢ao:

! Bidloga, mestranda do programa de Pés-graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF, Area de concentragdo em Fitopatologia.
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sorologica, biologica e molecular e os isolados de WSMV foram
caracterizados por métodos moleculares e biologicos. O diagndstico
sorologico para as amostras oriundas de campo foi inconclusivo. No
diagnoéstico bioldgico, apenas a partir das amostras oriundas de casa
de vegetacao foi possivel reproduzir sintomas. Em testes moleculares
(RT-PCR) para 96 amostras, foi possivel amplificagdo positiva para
25 amostras de trigo com sintomas de mosaico. Através da sequencia
de nucleotideos da regido da proteina capsidial ¢ VPg-Nla foi possivel
identificar quatro isolados de WSMV oriundos de casa de vegetagdo
(486, 912, 915 e 1256) e quatro isolados de amostras de campo
coletadas no municipios de Sdo Luiz Gonzaga (1233), Joia (1241) e
Passo Fundo (1254 e 913), confirmando a presenca do WSMV em
regides produtoras de trigo no Brasil. Os isolados brasileiros
pertencem ao clado D e estdo intimamente relacionados ao isolado
Argentino Arg2 (FJ348359). Causam mosaico no trigo (Triticum
aestivum cv. Embrapa 16, BRS Guabiju ¢ BRS Timbatva), cevada
(Hordeum  vulgare), centeio (Secale cereale cv. BRS Serrano),
triticale (x Triticosecale cv. BRS Saturno e BRS Ulisses) ¢ milho (Zea

mays) e sao capazes de infectar a aveia (Avena strigosa).

Palavras-chave: Aceria tosichella, Triticum aestivum, WSMV.
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OCCURRENCE AND CHARACTERIZATION OF
Wheat streak mosaic virus IN BRAZIL

ABSTRACT - The Wheat streak mosaic virus (WSMV - Potyviridae,
Tritimovirus) is transmitted by the eriophyid mite Aceria tosichella
Keifer (Acaria: Eriophyidae). Currently, the complex (virus and
vector) 1s widely distributed in important agricultural regions of the
world impacting mainly wheat growing. In South America, the
WSMYV was first detected in Argentina in 2002 and in 2004 the vector
A. tosichella was found associated with infected plants. The vector
was also detected in Brazil in 2006 and Uruguay in 2007. Since that
first report in Brazil until 2011, the occurrence of A. tosichella has
been confirmed in 18 northern and northwestern municipalities in the
state of Rio Grande do Sul and one in the western part of Santa
Catarina. Due to the expansion of the vector's occurrence area and the
presence of the virus in Argentina, the occurrence of WSMYV in Brazil
was investigated. Between 2009 and 2011, 959 grasses samples were
collected in wheat producing areas of Rio Grande do Sul (57,2%),
Santa Catarina (5,2%), Parana (32,5%) and Mato Grosso do Sul
(5,1%), total of 451 sampling points in 93 municipalities. Of the total
set of samples, subsets were submitted to different strategies for virus
detection: molecular and biological. The WSMV isolates were
characterized by biological and molecular methods. The serological
diagnosis for field samples was inconclusive. In the biological
diagnosis, only greenhouse samples were able to reproduce symptoms.

In molecular tests (RT-PCR) for 96 samples, positive amplification for
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25 samples of wheat mosaic was possible. Through the sequence of
nucleotides of the coat protein and VPg-NIa region was possible to
identify four WSMV isolates from greenhouse (486, 912, 915 and
1256) and four isolates from field samples collected in the
municipalities of Sao Luiz Gonzaga (1233), Joia (1241) and Passo
Fundo (1254 and 913), confirming the presence of WSMV in wheat
growing regions of Brazil. The sequences of Brazilian isolates
clustered in clade D are closely related to the Argentine isolate Arg2
(FJ348359). It causes mosaic in wheat (Triticum aestivum cv.
Embrapa 16, BRS Guabiju e BRS Timbauva), barley (Hordeum
vulgare), rye (Secale cereale cv. BRS Serrano), triticale (x
Triticosecale cv. BRS Saturno ¢ BRS Ulisses) and maize (Zea mays).

It was also able to infect oat (Avena strigosa).

Key words: Aceria tosichella, Triticum aestivum, WSMV.
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1 INTRODUCAO

O Wheat streak mosaic virus (WSMV) foi descrito em
1929 em areas de cultivo de trigo em Kansas nos Estados Unidos
(MCKINNEY, 1937). O virus causa mosaico sistémico, nanismo e
necrose que afetam drasticamente o rendimento (SLYKHUIS, 1955;
BRAKKE, 1971; COUTTS et al., 2008b), sendo considerado uma das
doencas virais mais importantes para o cultivo de trigo na América do
Norte, Europa, Oceania e Oriente Médio (MAHMOOD et al., 1998;
NAVIA et al., 2006).

A grande importancia econdmica do WSMYV resulta dos
efeitos sobre a producdo das plantas infectadas e da eficiente
transmissdo, por meio do acaro eriofiideo Aceria tosichella, embora
também possa ocorrer por sementes em pequenas porcentagens
(SLYKHUIS, 1955; HILL et al., 1974; JONES et al., 2005; DWYER
et al.,, 2007; LANOISELET et al., 2008). Os prejuizos causados pelo
WSMYV em éareas de produgdo de trigo nos Estados Unidos e Canada
tém sido significativos, ja foram descritas perdas de até¢ 100% quando
a infec¢do ocorre no outono (SIM et al., 1988; HUNGER et al.,1992;
CHRISTIAN & WILLIS, 1993; MCNEIL et al., 1996; MASUMI et
al., 2001; FRENCH & STENGER, 2003; DWYER et al., 2007). A
virose pode ocorrer também em milho, aveia, cevada e outras
gramineas (OLDFIELD, 1970; OLDFIELD & PROESELER, 1996).

Diferentes estirpes de WSMV ocorrem nos Estados
Unidos, México e Eurasia (BRAKKE, 1971; MCNEIL et al., 1996;
CHOI et al., 2001; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001; STENGER et

al., 2002) e recentemente isolados similares aos encontrados na regiao
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Noroeste Pacifico Americana (APNW — “American Pacific
Northwest”) foram detectados no hemisfério sul (ELLIS et al.,
2003a,b; ELLIS et al., 2004; TRUOL et al., 2004; DWYER et al.,
2007; STENGER & FRENCH, 2009).

Até dez anos atras o complexo A. tosichella e WSMV nao
havia sido encontrado na América do Sul, sendo considerado, até
entdo, praga quarentendria. Entretanto, em 2002, foi relatada a
presenca do WSMV na drea central da provincia de Coérdoba na
Argentina (TRUOL et al., 2004) e, em 2004 o vetor A. tosichella foi
detectado associado a plantas infectadas pelo WSMV (NAVIA et al.,
20006).

Em 2006, A. tosichella foi encontrado no Brasil infestando
lavouras de trigo em quatro municipios da regido noroeste do estado
do Rio Grande do Sul (PEREIRA et al., 2009) e em 2007 a presenga
do vetor foi relatada no Uruguai (CASTIGLIONI & NAVIA, 2010). A
presenca do acaro na Argentina, Uruguai e Brasil e a ocorréncia da
virose na Argentina indicam um elevado risco de disseminagdao do
complexo na América do Sul.

O potencial de expansao de A. tosichella no Brasil e, por
consequéncia a introdugdo dos virus transmitidos, vem se
confirmando. Desde a primeira detec¢ao do acaro vetor, até¢ 2011, a
ocorréncia de A. tosichella foi confirmada em 18 municipios da regiao
norte e noroeste do Rio Grande do Sul e em um municipio no oeste de
Santa Catarina em 11 hospedeiros diferentes (PEREIRA et al., 2009;
NAVIA, 2009; LAU, 2012).

Considerando a importancia economica do WSMV,

ampliacdo da area de ocorréncia do vetor no Brasil e a presenca do
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virus em pais vizinho, propds-se o presente trabalho objetivando
investigar a ocorréncia do WSMV no Brasil e caracterizar a populacao

viral por métodos moleculares e biologicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O Wheat streak mosaic virus (WSMV- Potyviridae,
Tritimovirus) foi descrito em 1929 em areas de cultivo de trigo em
Kansas nos Estados Unidos (MCKINNEY, 1937). O virus ¢
transmitido pelo acaro Aceria tosichella Keifer (Acaria: Eriophyidae)
(SLYKHUIS, 1955; OLDFIELD, 1970; SLYKHUIS, 1976;
OLDFIELD & PROESELER, 1996) e infecta varias espécies da
familia Poaceae (OLDFIELD & PROESELER, 1996) causando
mosaico sistémico, nanismo e necrose que afetam drasticamente o
rendimento (SLYKHUIS, 1955; BRAKKE, 1971; COUTTS et al.,
2008b) de culturas como trigo, milho, aveia, cevada e outras
gramineas de importancia econdmica (OLDFIELD & PROESELER,
1996; OLDFIELD, 1970).

O complexo virus-vetor esta amplamente distribuido em
regides agricolas do mundo e diferentes estirpes do virus ocorrem nos
Estados Unidos, México e Eurasia (BRAKKE, 1971; CHOI et al.,
2001; MCNEIL et al., 1996, SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001;
STENGER et al., 2002). Recentemente o WSMV foi detectado no
hemisfério sul, primeiramente na Australia (ELLIS et al., 2003a,b;
ELLIS et al., 2004) e na América do Sul, em 2002, na Argentina
(TRUOL et al., 2004). No Brasil, a presenca do &caro vetor A.
tosichella foi relatada em 2006 (PEREIRA et al., 2009) e, até 2011, a
ocorréncia do vetor foi confirmada em 18 municipios da regido norte e
noroeste do Rio Grande do Sul e em um municipio no oeste de Santa

Catarina (PEREIRA et al., 2009; NAVIA, 2009; LAU, 2012).
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2.1 Transmissao

A transmissdo do Wheat streak mosaic virus (WSMV)
ocorre principalmente por meio do acaro A. tosichella, de maneira
circulativa e nao-propagativa (SLYKHUIS, 1955; OLDFIELD, 1970;
SLYKHUIS, 1976; OLDFIELD & PROESELER, 1996). O virus ¢
adquirido apenas na fase de ninfa e pode ser transmitido por ninfas e
adultos, reduzindo a eficiéncia conforme a idade do adulto
(SLYKHUIS, 1955; DEL ROSARIO & SILL, 1965). Apo6s alimentar-
se de plantas infectadas, o vetor permanece virulifero por, pelo menos,
21 dias (DEL ROSARIO & SILL, 1965). O WSMV também pode ser
transmitido via semente em pequenas porcentagens 0,1 a 0,2% em
trigo (JONES et al., 2005; DWYER et al., 2007; LANOISELET et al.,

2008) e em milho em porcentagens ainda menores (HILL et al., 1974).

2.2 O vetor

Aceria tosichella (Acari, Eriophyidae), também conhecido
como 4caro do enrolamento do trigo, foi descrito na Iugoslavia em
1969 ocorrendo em trigo (KEIFER, 1969). Anteriormente o vetor era
classificado como Aceria tulipae que tinha como hospedeiros o trigo,
a cebola, o alho e a tulipa (SLYKHUIS, 1955). Posteriormente foi
demonstrado que as espécies que ocorriam nos bulbos eram diferentes
das espécies encontradas em trigo (SHEVTCHENKO et al., 1970;
FROST & RIDLAND, 1996).

O 4caro pode ser encontrado em vdarias espécies de
gramineas, principalmente trigo (Triticum aestivum L.). Também pode
ser encontrado em centeio (Secale cereale L.), cevada (Hordeum

vulgare L.), aveia (Avena sativa L.), milheto (Pennisetum americanum



19

(L.) Leeke) (SLYKHUIS, 1955; CONNIN, 1956; OLDFIELD, 1970;
SOMSEN & SILL, 1970), milho (Zea mays L.) (JEPPSON et al.,
1975) e gramineas sem importancia econdmica como: Aegilops
cylindrica Host., Agropyron repens (L.) Beauv., Agropyron smithii
Rydb., Bouteloua hirsuta Lag., Bromus japonicus Thunb. ex Murray,
Bromus tectorum L., Buchloe dactyloides (Nutt.) Engelm., Cenchrus
pauciflorus Benth., Cynodon dactylon (L.) Pers., Digitaria sanguinalis
(L.) Scop., Digitaria ischaemum (Schreb.) Muhl., Echinochloa
crusgalli (L.) Beauv., Elymus canadensis L., Elymus virginicus L.,
Eragrostis cilianensis (All.) Vignolo ex Janch, Hordeum pusillum
Nutt., Oryzopsis hymenoides (Roem. & Schult.), Panicum capillare
L., Poa compressa L., Setaria lutescens (Weigel ex Stuntz) Hubb.,
Setaria viridis (L.) Beauv. e entre outras (SILL & CONNIN, 1953;
CONNIN, 1956; DEL ROSARIO & SILL, 1965; SOMSEN & SILL,
1970; OLDFIELD, 1970). Em casa de vegetacao se reproduz também
em sorgo (Sorghum sp.) (SLYKHUIS, 1955; CONNIN, 1956;
OLDFIELD, 1970; SOMSEN & SILL, 1970).

Em grandes infestacdes o acaro pode causar nanismo,
manchas amarelas, enrolamento e arqueamento das folhas jovens que
permanecem dentro das folhas mais velhas prejudicando o
desenvolvimento da planta (SOMSEN & SILL, 1970;
CHANDRAPATYA, 1986; HARVEY et al., 2002). No milho, a saliva
toxica do acaro pode induzir a expressdo de pigmentagcdo vermelha
(NAULT et al. 1967; LIU, 2005).

A presenca do 4caro geralmente provoca poucos danos no
campo. Em casos isolados, em grandes infestagdes, a sua alimentagao

pode reduzir a produgdo de graos. Em plantacdes de trigo os prejuizos
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podem chegar a 30% (HARVEY et al., 2002). A importancia agricola
do A. tosichella deve-se, principalmente, a capacidade de transmitir
viroses como o0 WSMV (OLDFIELD & PROESELER, 1996).

O vetor encontra-se distribuido nas principais regides
produtoras de trigo do mundo, América do Norte, Asia (SMITH,
1972; SLYKHUIS, 1980), Europa, india, Jordania, Nova Zelandia
(OLFIELD, 1970), Africa do Sul (MEYER, 1981), Australia (ELLIS
et al.,, 2003), dentre outros locais. Na América do Sul a primeira
detec¢do do d4caro foi em 2004 na Argentina, encontrado em
associagao com plantas infectadas pelo WSMV (NAVIA et al., 2006).
Em 2006, A. tosichella foi detectado no Brasil infestando lavouras de
trigo em quatro municipios da regido noroeste do estado do Rio
Grande do Sul (Tabela 1 e Figura 1): Passo Fundo, Palmeira das
Missdes, Sao Luiz Gonzaga e Santo Antonio das Missdes (PEREIRA
et al., 2009). O vetor também fo1 encontrado no Uruguai em 2007 nas
provincias de Colonia e Rio Negro, tendo trigo, azevém e Bromus
unioloides Kunth como hospedeiros (CASTIGLIONI & NAVIA,
2010).

Desde a primeira detec¢dao no Brasil até 2011 a ocorréncia
do acaro foi confirmada em 18 municipios da regido norte e noroeste
do Rio Grande do Sul e um do oeste de Santa Catarina, ocorrendo em
11 hospedeiros diferentes: trigo (Triticum aestivum L.), aveia (Avena
sativa L.), capim rabo de burro (Andropogon bicornis L.), papua
(Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc.), braquiaria (Brachiaria
decumbens Stapf), capim rhodes (Chloris polydactyla (L.) Sw.), capim
amargoso (Digitaria insularis (L.) Fedde.), milha (Digitaria

horizontalis Willd.), azevém (Lolium multiflorum Lam.), pasto italiano
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(Pennisetum americanum (L.) Leeke) ¢ capim massambara (Sorghum
halepense (L.) Pers.) (PEREIRA et al., 2009; NAVIA, 2009; LAU,
2012).

’15

o1t

124 o8
14 4
o1 416 °*

Figura 1 - Localidades de ocorréncia do acaro Aceria tosichella no

Brasil. Pontos numerados conforme Tabela 1.
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Tabela 1 - Municipios de ocorréncia e ano de deteccdo do acaro

Aceria tosichella no Brasil.

Municipio de ocorréncia

Ano de deteccdo

2006 2007® 2008% 2009*¥ 2010% 2011®

O 0 3 N U K~ W N~

e e e e e
~N N L AW N~ O

18
19

Alm. Tamandaré do Sul
Chapada

Coxilha

[jui

Julio de Castilhos
Nonoai

Palmeira das Missdes
Panambi

Passo Fundo

Pontdo

Santa Rosa

Santo Angelo

Sto. Antonio das Missoes

Sao Luiz Gonzaga

Sao Martinho

Sao Miguel das Missoes
Trés de Maio

Vacaria

Xaxim

X
X
X
X X
X X
X
X X
X X X
X
X

X

XXX XK =

MoK X

DPEREIRA et al., 2009 @ NAVIA, 2009 ®LAU, 2012

2.3 Taxonomia

O WSMV apresenta genoma monopartido (CHOI et al.,

2000), morfologia das particulas e estratégia de traducao tipicas da

familia Potyviridae (Figura 2) (NIBLETT et al, 1991) e, foi

inicialmente classificado como pertencente ao género Rymovirus

(ZAGULA et al., 1992; SALM et al., 1996a) formando um subgrupo
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juntamente com o Brome streak mosaic virus (BrSMV) (GOTZ &
MAISS, 1995a; 1995b; SALM et al., 1996b; HALL et al., 1998).

Figura 2

Pl-pro

- Particula viral e organizacdo gendmica dos virus

7 Cleavage by Nla-pro

pertencentes a familia Potyviridae. Representagdo
diagramatica do RNA gendmico com uma ORF que
codifica a poliproteina. Na extremidade 5’ localiza-se a
proteina VPg e na extremidade 3’ a cauda poli A. Sitios de
clivagem que dao origem as proteinas maduras
representados por triangulos. Fonte:

http://expasy.org/viralzone/all by species/48.html>

Atualmente WSMV ¢é a espécie tipo do género

Tritimovirus (familia Potyviridae). Neste género também estdo
classificadas as espécies BrSMV (STENGER et al, 1998) e Oat
necrotic mottle virus (ONMV) (STENGER & FRENCH, 2004a),
transmitidas pelo acaro Aceria tosichella (CHOI et al. 1999;
SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001; HALL et al., 2001a). Embora os
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virus pertencentes ao género Rymovirus também sejam transmitidos
por acaros eriofideos, sdo filogeneticamente distintos dos Tritimovirus
(SALM et al., 1996ab; STENGER et al., 1998).

As particulas do WSMV tém simetria helicoidal medindo
63 + 5 A de raio (PARKER et al., 2005; MCDONALD et al., 2010),
700 nm de comprimento e 15 nm de diametro (BRAKKE, 1971;
BRAKKE et al., 1987). O genoma apresenta uma proteina VPg ligada
a regido 5’ terminal e possui cauda poli A na extremidade 3’
(DOUGHERTY & CARRINGTON, 1988; REICHMANN et al.,
1992; URCUQUI-INCHIMA et al, 2001). E composto por 9.384
nucleotideos de RNA fita simples de sentido positivo que sdo
traduzidos em uma tnica poliproteina (Figura 2) processada por trés
proteinases gerando de 8 a 10 proteinas maduras (ALLISON et al.,
1986; REICHMANN et al., 1992; DOUGHERTY & SEMLER, 1993;
STENGER et al., 1998; URCUQUI-INCHIMA et al., 2001; ADAMS
et al., 2005; CHUNG et al., 2008).

As principais proteinas derivadas da poliproteina sdo: P1,
HC-Pro (“Helper component-proteinase”), P3, CI (“Cylindrical
inclusion protein”), NIa-Pro (“nuclear inclusion protein”), NIb
(“Nuclear inclusion protein b”’) e CP (proteina capsidial).

A proteina P1 ¢ uma serina endopeptidase, derivada da
regido NHj-terminal da poliproteina. Tem funcdo de protease
promovendo a clivagem no sitio especifico entre si e a proteina
auxiliar HC-Pro (VERCHOT et al., 1991; CHOI et al, 2002).
Também € requerida na amplificacio do genoma (MERITS et al,

1999; VERCHOT & CARRINGTON, 1995).
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HC-Pro ¢ wuma protease de cisteina (OH &
CARRINGTON, 1989; CARRINGTON et al. 1989a; GUO et al,
2011) que promove a clivagem da poliproteina viral por auto-
protedlise na sua regido terminal (CARRINGTON et al, 1989b;
CARRINGTON & HERNDON, 1992). Em Potyviridae, a HC-Pro
contribui com varias fungdes como: interacdes que determinam
viruléncia (ATREYA & PIRONE, 1993) amplificagdo do genoma
(KLEIN et al, 1994; KASSCHAU & CARRINGTON, 1995;
KASSCHAU et al, 1997), movimento cé¢lula-célula e a longa
distancia (CRONIN et al., 1995; KASSCHAU et al., 1997; ROJAS et
al., 1997) e sinergismo viral (PRUSS et al., 1997; SHI et al., 1997).

Para o género Potyvirus, a regidao NH,-terminal da
proteina HC-Pro ¢ importante na transmissdo por afideos (ATREYA
et al., 1992; GRANIER et al., 1993; HUET et al., 1994; LEGRAVRE
et al., 1996) sendo a mais divergente entre WSMV e outros Potyvirus
(STENGER et al., 1998). A proteina HC-Pro também estd envolvida
na supressdo do silenciamento pds transcricional (PTGS)
(ANANDALAKSHMI et al., 1998; KASSCHAU & CARRINGTON,
1998; STENGER et al., 2007).

Em infeccdes com WSMV a HC-Pro exerce fungdo de
protease (STENGER et al., 2006a), ¢ essencial na transmissao pelo
acaro (YOUNG et al., 2007; STENGER et al., 2005b; STENGER et
al., 2006a), na replicacdo, no movimento (STENGER et al., 2005a) e
também pode afetar a viruléncia (STENGER & FRENCH, 2004b) ¢ a
patogenicidade (STENGER et al.,, 2006b). Entretanto diferencas na
gama de hospedeiros entre os Tritimovirus ndo sdo determinadas pela

HC-Pro (STENGER & FRENCH, 2004b).
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A proteina P3 pode estar envolvida na replicagdo do RNA
dos Potyvirus (RODRIGUEZ-CEREZO et al., 1993; MERITS et al,,
1999). Em infecgdes com WSMV, a proteina P3 também esta
envolvida na replicagdo viral e afeta o movimento do genoma (CHOI
et al., 2005). No cistron P3 da poliproteina ocorre uma pequena regiao
conservada entre a familia Potyviridae nomeada PIPO com forte
marcacao bioinformatica (“strong bioinformatic coding signature’)
(CHUNG et al., 2008).

A proteina CI promove a hidrdlise de ribonucleotideos
necessaria para a funcdo de RNA helicase essencial na replicagdao
genomica (LAIN et al, 1990, 1991; FERNANDEZ et al., 1995;
FERNANDEZ et al., 1997). Também facilita o movimento célula-
célula (LANGENBERG, 1993; CARRINGTON et al., 1998).

Outra proteina com fung¢do de protease de cisteina ¢ a Nla-
Pro, que promove a clivagem entre si € NIb e CP (CARRINGTON &
DOUGHERTY, 1987a, 1987b) e ¢ essencial na expressao do genoma
(DOUGHERTY & SEMLER, 1993). A Nla esta relacionada a VPg no
genoma (SHAHABUDDIN et al., 1988; MURPHY et al., 1990). A
regido mais conservada da poliproteina viral entre os membros da
familia Potyviridae ¢ a NIb (DOMIER et al., 1986; STENGER et al.,
1998) onde esta codificada a RNA polimerase (DOMIER et al., 1986;
LAIN et al., 1989).

Na regido COOH-terminal da poliproteina esta codificada
a proteina capsidial (CP), seguida da regido UTR (untranslated
region) ¢ cauda poli A (NIBLETT et al., 1991). As divergéncias entre

o genoma do WSMV e membros da familia Potyviridae, estdo
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localizadas especialmente na regido onde estd codificada a proteina
capsidial (NIBLETT et al., 1991; CHOI et al., 2000).

Nos Potyvirus a proteina capsidial esta relacionada com a
especificidade de transmissdo pelos afideos (ATREYA et al., 1991;
GAL-ON et al,, 1992; ATREYA et al., 1995) e também contribui no
movimento célula-célula e longa distancia (DOLJA et al., 1994, 1995;
LOPEZ-MOYA & PIRONE, 1998; ROJAS et al., 1997). A regido
NH;-terminal da proteina capsidial do WSMV esta envolvida com
especificidade de hospedeiro e movimento a longa distancia
(TATINENI et al., 2011).

As proteinas dos virus pertencentes a familia Potyviridae
interagem de diferentes maneiras (RODRIGUEZ-CEREZO et al,
1993; MERITS et al., 1999; HONG et al., 1995; LI et al., 1997;
LANGENBERG & ZHANG, 1997; FELLER et al, 1998;
ARBATOVA et al,, 1998; GUO et al., 1999; URCUQUI-INCHIMA
et al.,, 1999). As proteinas P1, HC-Pro, P3, CI ¢ CP do WSMV tém
capacidade de auto-associagdo e, exceto a CP, possuem a habilidade
de ligarem-se umas com as outras em todas as possiveis combinagdes

(CHOI et al., 2000).

2.4 Gama de hospedeiros

O WSMYV ¢ capaz de infectar varias espécies de Poaceas
(OLDFIELD & PROESELER, 1996) e nenhuma espécie
eudicotiledonea (BRAKKE, 1971; SANCHEZ-SANCHEZ et al.,
2001). Comumente causa mosaico severo € nanismo ocasionando
perdas na cultura do trigo (Triticum aestivum L., Triticum durum L.)
(OLDFIELD, 1970; BRAKKE, 1971; CHRISTIAN & WILLIS, 1993;
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SANCHEZ-SANCHEZ et al, 2001; ELLIS et al, 2003a,b;
KAPOORIA & NDUNGURU, 2004) mas também pode ocorrer em
centeio (Secale cereale L.), aveia (Avena sativa L.), cevada (Hordeum
vulgare L.) (OLDFIELD, 1970; BRAKKE, 1971; SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2001), triticale (x Triticosecale Witt.) (SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2001), algumas variedades de milho (Zea mays L.)
(BRAKKE, 1971) e milhetos (Panicum, Setaria e Echinochloa spp.)
(BRAKKE, 1971; CHRISTIAN & WILLIS, 1993; ELLIS et al, 2004).

Cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.), sorgo
(Sorghum bicolor L.), Agropyron repens (L.) Beauv), Bromus inermis
(Leyss.), Hordeum jubatum (L.) (BRAKKE, 1971) e Panicum
maximum (Jacq.) (KAPOORIA & NDUNGURU, 2004) também sio
hospedeiras, mas ndo ocorre infec¢do sistémica. A variedade de sorgo
“Sima” apresentou sintomas sistémicos de mosaico € nanismo quando
inoculada mecanicamente (KAPOORIA & NDUNGURU, 2004).
Pennisetum spp., Eragrostis spp., Echinochloa colona (L.), Sorghum
bicolor (L.) e milho das variedades “Ranchero” e “H-522” mostraram-
se imunes ao isolado viral denominado El Batan 3 nao sendo possivel
re-transmiti-lo mecanicamente para plantas de trigo (SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2001).

Outras gramineas hospedeiras sdo: Aegilops spp.,
Agropyron spp., Bouteloua spp., Bromus spp., Cenchrus spp.,
Digitaria spp., Elymus spp., Haynaldia spp., Hordeum spp., Lolium
spp. Oryzopsis spp., Phalaris spp., Poa spp., Stipa spp. (BRAKKE,
1971), Digitaria milangiana (Rendle) Stapf.,, Rottboellia
cochinchinensis (Lour.), Sorghum halepense (L.) (KAPOORIA &
NDUNGURU, 2004), Bromus tectorum (L.) (MCKINNEY, 1949)
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Eriochloa contracta (Kunth) Hitchc., Cenchrus pauciflorus (Benth.)
(CHRISTIAN & WILLIS, 1993), Digitaria sanguinalis (L.) Scop.,
Bouteloua hirsuta (Lag.), Elymus virginicus (L.), Elymus canadenis
(L.), Eragrostis cilianensis (All.) Vignolo ex Janch, (SILL &
CONNIN, 1953; COUTTS et al, 2008b), Eragrostis curvula
(Schrad.), Eleusine tristachya (Lam.) Lam. (ELLIS et al., 2004),
Lolium rigidum (Gaudin), Tragus australianus (Blake), Panicum
capillare (L.), Avena fatua (L.) (COUTTS et al., 2008b).

Infecgdes mistas podem ocorrer com outros virus
transmitidos por diferentes vetores. Ha relatos de infecgdes mistas em
cevada com Barley yellow dwarf virus — PAV (BYDV-PAV)
(ACHON & SERRANO, 2006) ¢ em trigo com Cereal yellow dwarf
virus — RPV (CYDV-RPV), BYDV-PAV, Wheat spindle streak
mosaic virus (WSSMV), Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMYV)
(BOWEN et al., 2003; KAPOORIA & NDUNGURU, 2004), Brome
mosaic virus (BMV), Barley stripe mosaic virus (BSMV) e Wheat
dwarf virus (WDV) (KAPOORIA & NDUNGURU, 2004).

2.5 Sintomas

O WSMV geralmente ocorre em reboleiras conforme a
distribui¢dao do vetor, causando mosaico sistémico, nanismo € necrose
que afetam drasticamente o rendimento da cultura do trigo
(MCKINNEY, 1949; SLYKHUIS, 1955; BRAKKE, 1971; STYLER
& NAULT, 1996; COUTTS et al., 2008b).

Os primeiros sintomas da infeccdo sdo estrias verdes
paralelas as nervuras das folhas, essas estrias tornam-se amarelas

formando padrdes de amarelo e verde em linhas descontinuas,
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chamado de mosaico (Figura 3), seguido da indug¢dao de sintomas nas
folhas jovens em desenvolvimento. Posteriormente, as riscas tornam-
se manchas maiores resultando em clorose cobrindo grande parte da
folha, seguida por necrose em plantas severamente afetadas (STYLER

& NAULT, 1996; MARTIN, 1978).

Figura 3 - Mosaico causado pelo Wheat streak mosaic virus em trigo.

Além da transmissdo pelo vetor o WSMV também pode
ser inoculado mecanicamente (MCKINNEY, 1949), expressando os
sintomas entre 6 a 8 dias apos a inoculagdo quando as plantas sdo
mantidas entre 20 e 25 °C (STYLER & NAULT, 1996). Em geral,

como ocorre com a maioria dos virus, quanto mais precoce a infeccao,
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mais severos sao os sintomas (MCKINNEY, 1949; MARTIN et al.,
1984; COUTTS et al., 2008a,b). Em ambos os casos, inoculagao pelo
vetor ou mecanica, a infec¢do precoce causa nanismo ¢ a planta pode
produzir varios perfilhos pequenos (MCKINNEY, 1949; KAPOORIA
& NDUNGURU, 2004).

As plantas infectadas precocemente sdo severamente
atrofiadas, mostram estrias pardas e sintomas de mosaico nas folhas,
produzem menos e as sementes sdo menores. Quando as condigdes
favorecem a infeccdo precoce, o rendimento fica drasticamente
comprometido podendo consistir apenas de uma pequena quantidade
de graos murchos, ou formam apenas espigas estéreis sem sementes
(STYLER & NAULT, 1996; COUTTS et al., 2008a,b)

Os sintomas induzidos pelo virus sdo influenciados pelo
ambiente como solo, fertilidade, temperatura, pluviosidade, radiagao
solar assim como o estadio da planta quando infectada e o genotipo
(MARTIN et al., 1984; COUTTS et al., 2008a). No campo, a direcao e
intensidade dos ventos sdo fatores de dispersdo do &caro vetor,
podendo também influenciar na distribuicdo da virose e
consequentemente dos sintomas (SLYKHUIS, 1955; COUTTS et al.,
2008a; COUTTS et al., 2008b).

2.6 Danos

Na regido “Great Plains” dos Estados Unidos, onde o
WSMYV ¢ considerado uma das doencas virais mais importantes para o
cultivo de trigo (CHRISTIAN & WILLIS, 1993; FRENCH &
STENGER, 2003), as perdas anuais sdo de 2 a 5%, mas

ocasionalmente podem ocorrer surtos que causam perdas de até¢ 100%
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(SIM et al., 1988; HUNGER et al.,1992; CHRISTIAN & WILLIS,
1993; MCNEIL et al., 1996; MASUMI et al.,, 2001; FRENCH &
STENGER, 2003; DWYER et al., 2007). O cultivo de trigo durante a
primavera nesta regido pode ter seu rendimento afetado em 31,9 a
98,7 % com reducdo no peso de mil graos entre 10,8 a 49,3%
(EDWARDS & MCMULLEN, 1988).

Um dos estados com maior incidéncia de WSMV ¢ o
Kansas nos Estados Unidos. Em 1949, o prejuizo causado pelo virus
foi estimado em 30 milhdes de dolares (FELLOWS & SILL, 1955).
Em 1974, estimaram-se perdas de 816 mil toneladas e em 1981, 571
mil toneladas (MARTIN et al., 1984; SIM et al., 1988). Entre 1987 ¢
1991 a virose tornou-se a doenca mais importante para a cultura do
trigo no estado, causando uma redu¢do de 13% no rendimento da safra
em 1988 (SIM et al., 1988; CHRISTIAN & WILLIS, 1993).

Os maiores danos ocorrem quando o trigo € infectado
precocemente (MCKINNEY, 1949; MARTIN et al., 1984; COUTTS
et al., 2008a,b). Além do estadio da planta no momento da infecgdo a
interagdo com o ambiente também afeta a severidade (SHAHWAN &
HILL, 1984; HUNGER et al.,1992). Dependendo do cultivar os danos
podem variar de 50 a 91% (HUNGER et al.,1992), 90% de infec¢ao
pode reduzir o rendimento em 40,7% e o peso de mil graos em 10,6%
(SEIFERS & MARTIN, 1988) e 100% pode ocasionar reducao
aproximada no rendimento de 74% e afetar em até 41% o peso de mil

graos (MASUMI et al., 2001).
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2.7 Controle (manejo)

Plantas voluntarias de trigo e hospedeiros alternativos
servem de refugio aos 4caros vetores no intervalo entre os cultivos e
sao fontes de manutengdo e propagacao do WSMV (THOMAS &
HEIN, 2003; JIANG et al., 2005; COUTTS et al., 2008b). Além disso,
o acaro tem um grande potencial de dispersdo pelo vento
(SLYKHUIS, 1955; COUTTS et al, 2008b). A sobrevivéncia e
dispersao do 4caro vetor sdo os principais fatores que influenciam na
propagagdo do WSMV (THOMAS et al.,, 2004). Essas condigdes
favorecem a infeccdo precoce nas lavouras que dificultam o controle
(SOMSEN & SILL, 1970; SHAHWAN & HILL, 1984; THOMAS &
HEIN, 2003; JIANG et al. 2005).

O controle quimico ¢ pouco efetivo contra o dacaro
(THOMAS et al., 2004). A principal estratégia de manejo do WSMV
envolve a reducdo do numero de acaros através do controle de plantas
de trigo voluntarias e hospedeiros alternativos (SLYKHUIS, 1955;
SOMSEN & SILL, 1970; SHAHWAN & HILL, 1984; JIANG et al.,
2005). As praticas culturais como trocar a €poca do plantio, destruir as
plantas de trigo voluntarias e as gramineas hospedeiras e o isolamento

do plantio sdo recomendadas (THOMAS et al., 2004).

2.8 Distribuicéo espaco temporal

O WSMV foi primeiramente descrito no Kansas (Estados
Unidos) em 1929 (MCKINNEY, 1937) e atualmente esta amplamente
distribuido em é&reas de cultivo de trigo na América do Norte
(BREMER, 1971; SHAHWAN & HILL, 1984; BRAKKE, 1987;
SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001), Eurasia (RESHETNIK et al.,
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1996; NYITRAI & GABORJANYI, 1988), Africa (KAPOORIA &
NDUNGURU, 2004) e Oriente Médio (MAKKOUK & KUMARI,
1997). Ha numerosos relatos de WSMV em diversos locais do mundo,
como na América do Norte: Kansas (CHRISTIAN & WILLIS, 1993),
Alabama (BOWEN et al., 2003), Colorado (SHAHWAN & HILL,
1984); América Central: México (SANCHEZ-SANCHEZ et al,
2001);  Eurdsia: Turquia (BREMER, 1971), Cazaquistao
(DJIEMBOEYV,1956), Russia (RABENSTEIN et al., 2002); Asia:
Siria (MAKKOUK & KUMARI, 1997), Jordania (SLYKHUIS &
BELL, 1963), China (XIE et al, 1982), Ira (FOULAD &
[ZADPANAH, 1986); Europa: Alemanha (RABENSTEIN et al,
1982), Eslovaquia — (KUDELA et al., 2008), Roménia (SLYKHUIS
& BELL, 1963), Tugoslavia (JURETIC, 1979), Hungria (NYITRAI &
GABORJANYI, 1988), Ucrania (RESHETNIK et al., 1996), Itilia
(CREDI et al.,1997), Polonia (JEZEWSKA & WIECZOREK, 1998) e
Africa: Zambia (KAPOORIA & NDUNGURU, 2004).

Diferentes estirpes de WSMV ocorrem nos Estados
Unidos, México e Eurasia (BRAKKE, 1971; MCNEIL et al., 1996;
CHOI et al.2001; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001; STENGER et
al., 2002). Recentemente isolados similares aos encontrados na regido
Noroeste Pacifico Americana (APNW — “American Pacific
Northwest”) foram detectados no hemisfério sul (DWYER et al.,
2007; STENGER & FRENCH, 2009).

Em 2002, o WSMV foi detectado pela primeira vez na
Australia em germoplasma de trigo plantados em casa de vegetacao
(ELLIS et al., 2003b) e, posteriormente, também foi encontrado em

plantagdes de trigo em Canberra. Um ano depois, disseminou-se para
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os estados de New South Wales, South Australia, Queensland e
Victoria (ELLIS et al, 2003a,b; ELLIS et al, 2004). Em 2005,
infec¢des generalizadas de WSMV afetaram mais de 5.000 ha no Sul
da Australia (COUTTS et al., 2008b) aumentando para 20.000 ha'em
2006 (DWYER et al., 2007). Até 2006 o WSMV estava presente em
todos os estados da Australia, exceto no Western Australia, ano em
que foi encontrado em plantas voluntarias de trigo (COUTTS et al.,
2008a).

A alta similaridade dos isolados Australianos entre si e
com os isolados provenientes da regido APNW sugerem que o WSMV
entrou no pais, entre 15 a 25 anos atrds, em uma introdugdo Unica
através de sementes infectadas com uma variante genética originada
do APNW (DWYER et al., 2007). A introducao inicial pode ter sido
realizada através de sementes infectadas, mas a disseminacao do virus
na Austrdlia foi provavelmente devida tanto a transmissdo via
sementes quanto a transmissdao por vetores (HALLIDAY &
KNIHINICKI, 2004). Embora o 4caro transmissor ndao tenha sido
detectado, em 2009, 0o WSMYV foi encontrado em diversas localidades
e cultivares na Nova Zelandia provavelmente também proveniente de
sementes infectadas (LEBAS et al., 2009).

Até dez anos atras o complexo A. tosichella e WSMV nao
havia sido encontrado na América do Sul, sendo considerado, até
entdo, praga quarentendria. Entretanto, em 2002, foi relatada a
presenca do WSMV na drea central da provincia de Coérdoba na
Argentina (TRUOL et al., 2004) e, em 2004 o vetor A. tosichella foi
detectado em plantas infectadas (NAVIA et al., 2006). Até 2006 o

WSMYV encontrava-se nas provincias de Tucuman, Entre Rios, La
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Pampa, Buenos Aires, Cordoba, Salta, Santa Fé e Santiago del Estero
(NAVIA et al., 2006).

Os isolados descritos na Argentina assim como o0s
isolados Australianos sdo altamente similares aos encontrados na
regido APNW. A mesma linhagem de WSMYV invadiu duas plantacdes
de trigo em dois continentes diferentes. O WSMV pode ter sido
introduzido, nesses paises, a partir de uma fonte comum e/ou a
linhagem introduzida possui maior taxa de transmissao via semente do
que as outras (STENGER & FRENCH, 2009). Os isolados de WSMV
provenientes da Australia possuem uma taxa de transmissdo via
semente entre 0,2 a 0,5% (JONES et al., 2005; DWYER et al., 2007;
LANOISELET et al., 2008).

2.9 Relag0es filogenéticas

Numerosos isolados de WSMV podem ser distinguidos
por andlise de polimorfismo de fragmentos de restrigdo (RFLP)
(MCNEIL et al., 1996), polimorfismo de conformacao de fita Uinica
(SSCP) (HALL et al, 2001b) e em alguns casos por sorologia
(MONTANA et al., 1996).

A manutengdo da diversidade genética das populagdes
pode ser facilitada por trés distintos mecanismos de isolamento
genético: protecdo cruzada, subdivisdo das populagdes em plantas
infectadas e transmissdao por vetor (HALL et al., 2001a). Diferentes
estirpes de WSMV ocorrem nos Estados Unidos, México e Eurdsia
(BRAKKE, 1971; MCNEIL et al., 1996; CHOI et al. 2001;
SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001; STENGER et al, 2002),
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sugerindo que o isolamento geografico das populagdes alopatricas
fomenta as divergéncias (STENGER & FRENCH, 2002).

As substituicoes de nucleotideos entre os isolados de
WSMYV estao distribuidas principalmente na regido do genoma onde
estao codificadas as proteinas P1, Nla, HC-Pro e CP, sendo as regides
da P3 e NIb as mais conservadas (CHOI et al., 2001; HALL et al.,
2001b). Comparando com o0 ONMYV a P3 também ¢ conservada, sendo
a HC-Pro a mais divergente (SENGER & FRENCH, 2004).

As analises das relagdes filogenéticas (RABENSTEIN et
al., 2002; STENGER et al., 2002) agrupam os isolados do WSMV em
quatro clados distintos (Figura 4). O clado A ¢ representado pelo
isolado El Batan 3 do México (SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001;
STENGER et al., 2002) que difere em sua seqiiéncia de nucleotideos
em 20% dos demais clados (CHOI et al.,, 2001; STENGER et al.,
2002).

Dois isolados da regido “Great Plains” americana, Sidney
81 do Kansas (STENGER et al, 1998) e Type de Nebraska
(MCKINNEY, 1937) que apresentam 97,6 % de identidade entre si,
estdo intimamente relacionados a outros isolados provenientes dos
Estados Unidos e Canad4a (NIBLETT et al., 1991; CHENAULT et al.,
1996) e tem apenas 79% de similaridade com o isolado El Batan 3 do
Meéxico. Os trés isolados apresentam relagdo sorologica (CHOI et al.
2001). Type e Kansas podem ser distinguidos pela habilidade de
infectar a linhagem hibrida de milho SDP2 (CHOI et al., 1999).
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- Relagdes filogenéticas entre isolados de Wheat streak

mosaic virus (WSMV) estabelecida por comparagdo de

nucleotideos da regido da proteina capsidial (CP).

Reproduzido de: STENGER & FRENCH, 2009.
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Os isolados provenientes da Europa central e Russia
abrangem o clado B (RABENSTEIN et al., 2002; STENGER et al.,
2002) e diferem em 10 % das sequencias de nucleotideos dos clados C
e D (STENGER & FRENCH, 2009). Comparagdes entre as
sequencias da proteina capsidial de diferentes isolados da Europa
provenientes da Republica Checa, Franga, Italia, Eslovaquia e Turquia
mostraram que os isolados Europeus possuem uma delecdo de trés
nucleotideos excluindo o cdédon Gly,761 na regido que codifica a
proteina capsidial e sdao designados como WSMV-AE. Também
diferem de alguns isolados americanos em um c6don e uma uUnica
delecdo na regido da proteina capsidial do isolado El Batan 3 do
Meéxico (GADIOU et al., 2009).

Um isolado do Ira representa o clado C (RABENSTEIN et
al., 2002; STENGER et al., 2002) e difere em 8 % do clado D
(STENGER & FRENCH, 2009).

O clado D ¢ composto pelas espécies da América do Norte
e dois isolados da Turquia (RABENSTEIN et al., 2002; STENGER et
al., 2002). Os isolados da Australia (ELLIS et al.,, 2003a,b) estao
relacionados entre si e com certos isolados pertencentes ao clado D
provenientes da regido Noroeste Pacifico Americana (APNW -
American Pacific Northwest) (DWYER et al., 2007) assim como 0s
isolados da Nova Zelandia (LEBAS et al, 2009). Os isolados
Argentinos (TROUL et al., 2004) estdo intimamente relacionados aos
isolados provenientes do APNW e Australia (STENGER & FRENCH,
2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucao

As analises sorologicas (DAS-ELISA) foram realizadas no
Laboratorio de Entomologia & Virologia da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria - Embrapa Trigo em Passo Fundo — RS. As
plantas de trigo utilizadas no diagndstico biologico foram cultivadas,
inoculadas e mantidas em telado com compartimento anti-afideo
pertencente ao Laboratorio de Virologia Vegetal da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo —
FAMV-UPF. As etapas de detecgdo e caracterizacdo molecular foram
conduzidas no Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Trigo e os
experimentos realizados para a determinagdo da gama de hospedeiros

foram realizados em telado da Embrapa Trigo.

3.2 Coletas

Entre 2009 e 2011, foram coletadas 954 amostras de
plantas sendo trigo (25,8%), aveia (18,8%), azevém (10,7%), milho
(7,5%), centeio (0,1%), cevada (0,5%), sorgo (0,2%), triticale (0,4%)
e gramineas hospedeiras voluntarias (36%) em 4areas das regides
produtoras de trigo do Rio Grande do Sul (57,2%), Santa Catarina
(5,2%), Parana (32,5%) e Mato Grosso do Sul (5,1%) totalizando 451
pontos amostrados em 93 municipios, sendo 34 do RS, 4 de SC, 47 do

PR e 8 do MS (Figura 5).



41

Figura 5 - Municipios do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e
Mato Grosso do Sul amostrados entre 2009 e 2011. O
diametro de cada ponto € proporcional ao nimero de coletas
realizadas em cada municipio durante os trés anos de

pesquisa.

Além das amostras de campo, um conjunto de cinco
amostras (485, 486, 912, 915 e 1256) foi coletado nas casas de
vegetacao da Embrapa Trigo (Apéndice 1), onde desde 2006 surtos de
A. tosichella vem ocorrendo (PEREIRA et al., 2009) e os sintomas da
infestagdo podem ser observados anualmente entre a primavera € o
verdo. Trés amostras de trigo foram coletadas em janeiro (2010 e
2011) e duas em outubro (2010 e 2011), todas com sintomas de

enrolamento e/ou mosaico e presenga do acaro confirmada.
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As plantas oriundas de coletas de campo foram
transplantadas e mantidas em telado durante as andlises bioldgicas,
sorologicas e moleculares e amostras de folhas e colmos foram
coletadas e acondicionadas em sacos plasticos, devidamente
identificados, transportadas ao laboratério no interior de caixas de

isopor com gelo onde foram mantidas a -20 °C.

3.3 Deteccdo soroldgica

A deteccdo sorologica nas diferentes espécies de
gramineas provenientes das coletas foi realizada para 293 amostras de
folhas e colmos coletadas entre julho de 2010 a setembro de 2011.

O DAS-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
foi realizado utilizando anti-soros da Agdia (www.agdia.com)
especificos para WSMV diluidos em uma proporcao de 1:200 (v/v)
em tampdo de revestimento (NapCO3, NaHCO3, NaN3, pH 9,6) e

adicionado as cavidades de placas de poliestireno. As placas foram
incubadas em camara Umida por 4 horas a 37 °C e lavadas com
tampdo PBS-T (NaCl, KHyPOy4, KCL, NaN3, Tween 20, pH 7,4).

As amostras foram maceradas na presenca de tampao de
extragdo (NapCO3, NaHCO3, NaN3, PVP, pH 9,6), na propor¢édo 1:5
(p/v) e 100 pL de cada amostra foi adicionado as cavidades das placas
de poliestireno sensibilizadas. Apos incubacao a 4 °C por 12 horas, as
placas foram lavadas em tampao PBS-T.

Os conjugados, previamente diluidos em tampao de
extracao (1:200), foram adicionados as placas (100 pL/cavidade),
seguindo-se de incubacdo por 4 horas a 37 °C. As placas foram

novamente lavadas com PBS-T e adicionou-se 100 puL de substrato p-
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nitrofenilfosfato (10 mg em 10 mL de tampdo contendo
dietanolamina, NaNj3, pH 9,8). Apo6s a reacdo enzimatica, a
intensidade da coloragdo foi medida em espectrofotometro (TP-

Reader - Thermoplate) no comprimento de onda de 405 nm.

3.4 Deteccao bioldgica

Para a deteccdo biologica 463 amostras foram utilizadas.
Quatro amostras de 2009 e 459 coletadas entre julho de 2010 e
outubro de 2011, mantidas a -20 °C, foram inoculadas via extrato
vegetal tamponado (tampdo fosfato de potdssio 0,2M, pH 7) em
plantas de trigo (cultivar BRS Guabiju), pulverizadas com celite, aos
dez dias apos a emergéncia. Utilizou-se o isolado 915 como controle
positivo e dois controles negativos (plantas submetidas ao
procedimento de inoculagdo com tampdo e celite e plantas nao
inoculadas) a cada lote de 95 plantas inoculadas. As plantas foram
mantidas em telado e observadas quanto a manifestacdo dos sintomas.
Aos 30 dias apos a inoculacdo realizou-se DAS-ELISA conforme

protocolo descrito no item 3.2.

3.5 Deteccao e caracterizagdo molecular

A deteccdo molecular foi realizada para 96 amostras
(Apéndice 1) de diferentes hospedeiros, principalmente trigo com
sintoma de mosaico estriado, coletado entre 2010 e 2011 nas regides
proximas e/ou de ocorréncia do acaro vetor (88,5% das amostras),
gramineas hospedeiras coletadas nas regides de ocorréncia do acaro

vetor e/ou com sintomas (9,3%) e trigo ou outras gramineas (2,2%).
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Ap0s a etapa de inoculagcdo, o RNA do isolado 915, oriundo de casa

de vegetacao, também foi extraido.

3.5.1 Extracéao de RNA

Das plantas oriundas do campo, transplantadas e mantidas
em casa de vegetagdo, foram coletadas amostras de tecidos de folhas,
separadamente com o auxilio de bandeja e tesoura. Cada amostra foi
colocada em saco de papel previamente identificado e imediatamente
imersa em nitrogénio liquido. Apds, foram conduzidas para o
laboratorio.

Todo o material utilizado para manipulagdao de RNA foi
tratado visando a eliminacdo de RNAses. A vidraria, almofariz e
pistilo foram esterilizados em estufa a 180 °C por 2h e as ponteiras e
os tubos foram imersos em agua tratada com Dietilpirocarbonato
(DEPC) 0,1% (v/v) por 12 horas e autoclavados.

Procedeu-se a extragdo do RNA total utilizando o kit

RneasyTM da QIAGEN, conforme protocolo do fabricante. O tecido
coletado foi macerado em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz
e pistilo. Do p6 macerado foram transferidos 100 mg para um tubo de
1,5 mL e adicionados 450 pL de buffer RTL com 4,5 pL de beta-
mercaptoetanol. O contetido do tubo foi imediatamente misturado em
vortex.

O contetido foi transferido para coluna de filtragem e
centrifugado por 2 minutos a 14.000 rpm (Eppendorf 5415 R). A
fragdo filtrada pela coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5
mL, adicionando 225 pL de etanol (96-100%), apds misturar

invertendo gentilmente os tubos, aplicou-se na coluna “Rneasy”, que
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posteriormente foi centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm. O
filtrado foi descartado e adicionou-se 700 uL do tampao de lavagem
RWI na coluna centrifugando novamente por 15 segundos a 10.000
rpm.

O filtrado foi descartado e a coluna lavada pela adicao de
500 puL de tampao RPE, seguida de centrifugacao por 15 segundos a
10.000 rpm. Apds o descarte do filtrado, procedeu-se a segunda
lavagem com 500 pL de tampao RPE, centrifugando-se por 2 minutos
a 12.000 rpm. A coluna foi transferida para um novo tubo e
centrifugada por 1 minuto a 12.000 rpm, para secagem. Novamente a
coluna foi transferida para novo tubo de microcentrifuga previamente
identificado, o RNA eluido pela adicdo de 50 pL de dgua milli-q
tratada com DEPC 0,1% (v/v) autoclavada e centrifugado por 60

segundos a 10.000 rpm. As amostras foram armazenadas a -80 °C.

3.5.2 Amplificacdo de sequiéncias virais por meio de RT-
PCR

O RNA total foi utilizado para sintese de cDNA (DNA
complementar) por meio de transcri¢do reversa e as sequencias das
regides que codificam para a proteina capsidial e VPg-Nla foram
amplificadas por meio de reagdo em cadeia de polimerase.

A sintese do cDNA foi realizada com o auxilio do Kit
comercial ImProm-II™ Reverse Transcription System (PROMEGA),
segundo protocolo do fabricante. As amostras foram preparadas numa
reacdo contendo 1,5 pL. de RNA, 4,5 pL de agua e 2,0 uLL do primer
oligo(dT), totalizando 8 pL, e incubadas por 5 minutos a 70 °C,

transferindo imediatamente para o gelo e mantidas por 5 minutos.
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Adicionou-se 1,5 puL de agua, 4 pL de tampao de reagdo 5X, 4 uL de
cloreto de magnésio, 1 pL. da mistura de deoxinucleotideos, 0,5 uL de

RNAGj, € 1 uL da enzima transcriptase reversa. A reagdo foi incubada

a 25 °C por 5 minutos, 42 °C por uma hora e 70°C por 15 minutos. As

amostras foram armazenadas a -20°C.

Os conjuntos de oligonucleotideos utilizados nas reagdes
de PCR que amplificam a regido VPg-Nla do WSMV (WSMV L2 /
WSMV R2), foram descritos por DEB & ANDERSON (2008) e o
conjunto para a amplificacdio da regido COOH-terminal da
poliproteina onde esta codificado a proteina capsidial (CP) (WSMV R
/ WSMYV F) foi desenhado com base em sequencias obtidas no banco
de dados do GenBank (Tabela 2 e Figura 6). Para confirmar a
qualidade do RNA extraido, foi realizada a amplificacdo de um
fragmento correspondente ao gene da actina utilizando os
oligonucleotideos TaActinF (5’-CACGGTATCGTAAGCAACTG-3’)
e TaActinR (5’-AACTGAGGAGCTGTTCTTGG-3").

Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para detecgao do WSMV

. N .~ Fragmento
Oligo Sequéncia Posicao amplificado
Wig/w ¥ CGACAATCAGCAAGAGACCAY 5443
WSMV - , 198 pb

R STGAGGATCGCTGTGTTTCAG® 5641
Wslivw S TCGAGTAGTGGAAGCACTCA® 8248
WSMV 948 pb

R SCCTCACATCATCTGCATCAT®> 9196
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6K1 6K2
5' 1 1 Ll .-~ I 1 3'

P1 HC-Pro P3 Cl VPg-Nla Nib CP

WSMV L2/WSMV R2 WSMVF/WSMVR

Figura 6 - Representacdo diagramatica do genoma do WSMV com a
localizacdo das sequencias amplificadas pelos conjuntos de

oligonucleotideos.

Para todos os oligonucleotideos utlilizados, a reacao de
PCR foi executada em volume total de 25 pL, contendo 2 puL de
cDNA, 5,0 pL de tampao da enzima 5X, 1,5 pL de Cloreto de
magnésio (MgCl, 25 mM), 2,0 pL da mistura de deoxinucleotideos
(2,5 mM cada, dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,125 uL da enzima Taq
DNA polimerase (5 u/uL - PROMEGA), 1,0 pL de cada
oligonucleotideo (10 uM) e 12,375 puL de 4gua milli-q autoclavada
para atingir o volume final da reacdo. A reagdo foi incubada por 2
minutos a 95 °C e realizada em 35 ciclos de desnaturagao por 30
segundos a 95 °C, anelamento por 30 segundos a 55 °C e extensao por
1 minuto a 72 °C, seguida de uma extensao final de 7 minutos a 72 °C.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de
agarose 1,5%, preparado em TBE 1X (Tris-HCI 0,09 M; Acido Bérico
0,09 M; EDTA 2 mM, pH 8,0), corado com brometo de etidio 10
mg/mL e visualizado sob luz ultravioleta apos corrida eletroforética a

90V por duas horas.
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3.5.3 Clonagem

Os fragmentos amplificados por RT-PCR foram clonados
no vetor pGEM-T easy (PROMEGA), obedecendo as recomendagdes
do fabricante. Para a ligacao utilizou-se 2 pL do produto da PCR, 1
puL de agua milli-q autoclavada, 5 pL de tampao da ligase 2X, 1 uL do
vetor pPGEM-T easy e 1 uL da enzima T4 ligase totalizando 10 uL de
reagdo incubada a 4 °C por 12 horas.

Células competentes foram obtidas, a partir do estoque em
glicerol de E. coli estirpe DH5a, crescidas em meio LB solido
(peptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; agar solido
15 g/L; pH ajustado para 7,0 com NaOH) mantido em estufa a 37 °C
por 12 horas. Colonias isoladas foram selecionadas e colocadas em 2
mL de meio LB liquido para multiplicacdo por 6 horas a 37 °C sob
agitacdo de 180 rpm. O meio foi transferido para tubos de 2 mL e
centrifugado a 4°C por 10 segundos a 5.000 rpm. Mantendo o material

no gelo, as células foram ressuspendidas em 1 mL de CaCl, 0,1M e

centrifugadas durante 10 segundos a 5.000 rpm, o sobrenadante foi
descartado e novamente as cé€lulas ressuspendidas em 150 pL de

CaCl, 0,1M.

Em 75 pL de células competentes adicionou-se 3 pL de
DNA, seguido de incubagdo no gelo durante 20 minutos, submetidas a
um choque-térmico a 42 °C por 50 segundos, devolvidas para o gelo e
incubadas durante 2 minutos. Adicionou 0,5 mL de meio LB liquido e
as c¢lulas foram incubadas a 37 °C durante 40 minutos sob agitacao
constante de 225 rpm. Apos centrifugagdo por 15 segundos a 5.000
rpm, 300 pL do sobrenadante foi descartado e 200 pL de células



49

transformadas foram espalhadas, com o auxilio de uma alga de
Drigalski, em meio LB sélido contendo ampicilina a 100 pg/mL
adicionada ao meio e 40 pL de X-gal a 20 mg/mL e 4 pL de IPTG a
IM aplicados sobre a placa. As placas foram incubadas a 37 °C por 12

horas.

3.5.4 Extracdo de plasmideos para confirmacéo dos clones

As colonias contendo plasmideos recombinantes foram
identificadas pela coloragdo branca, transferidas para tubos de ensaio
contendo 3 mL de meio LB com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas
a 37 °C por 12 horas sob agitacdo constante de 180 rpm para
crescimento bacteriano. A extracdo do DNA plasmidal foi realizada
pelo método da lise alcalina.

Uma aliquota de 2 mL foi transferida para tubos de
microcentrifuga e centrifugada por 2 minutos a 5.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o DNA compactado ressuspendido em
250 pL de solugdo I (Tris-HC1 50mM, pH 7,5; EDTA 10mM; Rnase I
100 pL/mL) misturando no votex. Adicionou-se 250 pL de solugdo 11
(NaOH 200mM; SDS 1%) misturando delicadamente, invertendo os
tubos dez vezes, e 250 pL da solugdo III (Acetato de potéssio 1,32M;
pH ajustado para 4,8 com acido acético) misturando da mesma forma.
Apbs incubacao no gelo por 10 minutos centrifugou-se a 12.000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para outro tubo. O
volume foi completado com etanol absoluto gelado (-20 °C — 750 uL)
misturado no vortex e centrifugado por 20 minutos a 12.000 rpm. O
DNA compactado foi lavado com etanol 70 % gelado (-20 °C) e
ressupendido em 50 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1
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mM) + RNase (100 pL/mL) incubado 1 hora em banho-maria a 37 °C.
O DNA plasmidal foi armazenado a -20 °C.

Os plasmideos extraidos foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,2%, preparado em TBE 1X e corado
com brometo de etidio 10 mg/mL. As amostras foram preparadas com
3 uL de DNA, 2 pL de tampao 6X (Azul de bromofenol 0,25%;
Xileno cianol FF 0,25%; Glicerol 30%) e 7 pL de agua milli-q e
visualizadas sob luz ultravioleta apds corrida eletroforética a 90V por
duas horas.

Para confirmagdo da presenca da seqiiéncia recombinante,
os plasmideos extraidos foram clivados com ECORI numa reacdo
contendo: 3 pL de DNA, 0,5 pL de enzima, 1,5 pL de tampao da
enzima 10 X e 10 pL de 4gua milli-q e incubada a 37 °C por 1 hora e
30 minutos. O DNA clivado foi analisado por meio de eletroforese em
gel de agarose a 1,5 %, preparado em TBE 1X e corado com brometo
de etidio 10 mg/mL. As amostras foram preparadas com 15 pL de
DNA clivado e 2,5 uL de tampao 6X. Apds corrida eletroforética em
voltagem constante de 90V por 2 horas os fragmentos foram

visualizados sob luz ultravioleta.

3.5.5 Estocagem em glicerol

Pelo padrao de bandas apresentado dois clones por isolado
foram selecionados para a estocagem em glicerol. Cada clone foi
registrado com o namero especifico da bacterioteca. Para o
armazenamento foram colocados em criotubo 750 pL da cultura
bacteriana em 750 pL de glicerol 50 % estéril e imersos no nitrogénio

para congelamento imediato. Os clones foram armazenados a -80 °C.



51

3.5.6 Extracdo de plasmideos para sequenciamento

Os clones foram multiplicados em meio LB solido
contendo ampicilina (100 pg/mL) por 12 horas a 37 °C. Colonias
isoladas foram crescidas em 3 mL de meio LB liquido contendo
ampicilina (100 pg/mL) por 12 horas a 37 °C sob agitagdo constante
de 180 rpm para extragdao do plasmideo para seqiienciamento.

A extragdo dos plasmideos para seqiienciamento foi
realizada utilizando o Kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification
System (PROMEGA), conforme as orientacdes do fabricante. Uma
aliquota de 2,0 mL da cultura bacteriana foi centrifugada a 12.000 rpm
por 2 minutos. Apos descarte do sobrenadante adicionou-se 250 uL da
solucdo de ressuspensdo misturando no vortex. Apos foi adicionado
250 pL de solugdo de lise, misturando delicadamente invertendo os
tubos, e 10 puL de solugdo de protease alcalina misturada da mesma
forma. Apos incubagdo por 5 minutos a temperatura ambiente, 350 pL
de solucdo de neutralizagdo foi adicionada também misturado
delicadamente até ocorrer formacdo do precipitado. As amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante
transferido para uma coluna e centrifugado por 1 minuto a 12.000
rpm. Apos o descarte do filtrado adicionou-se 750 pL de solucdo de
lavagem centrifugando por 1 minuto a 12.000 rpm. A segunda
lavagem foi realizada com 250 upL de solucdo de lavagem e
centrifugada por 2 minutos a 12.000 rpm. A coluna foi encaixada em
um novo tubo previamente identificado e o DNA eluido em 100 pL de
agua livre de nucleases centrifugando por 1 minuto a 12.000 rpm. O

material foi armazenado a -20 °C.
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Apbs a extragdo uma aliquota de 1 uL de DNA foi diluida
em 20 pL de agua milli-q e realizou-se PCR com os oligonucleotideos
que amplificam a regido de 948 pb da proteina capsidial ou 198pb da
regido VPg-Nla para a confirmacdo da presenca dos fragmentos. A
reagdao foi executada em volume total de 25 pL, contendo 2 uL de
DNA, 5,0 uL de tampao da enzima 5X, 1,5 pL de Cloreto de
magnésio (MgCl, 25 mM), 2,0 uL da mistura de deoxinucleotideos
(2,5 mM cada, dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,125 pL da enzima Taq
DNA polimerase (5 u/uL), 1,0 uL de cada oligonucleotideo (10 uM) e
12,375 pL de dgua milli-q autoclavada para atingir o volume final da
reagdo. A reacdo foi incubada por 2 minutos a 95 °C e realizada em 35
ciclos de desnaturacao por 30 segundos a 95 °C, anelamento por 30
segundos a 55 °C e extensdao por 1 minuto a 72 °C, seguida de uma
extensdo final de 7 minutos a 72 °C.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de
agarose 1,2%, preparado em TBE 1X (Tris-HCI 0,09 M; Acido Bérico
0,09 M; EDTA 2 mM, pH 8,0), corado com brometo de etidio 10
mg/mL e visualizado sob luz ultravioleta apos corrida eletroforética a

90V por duas horas.

3.5.7 Determinacéo do padréo de restricdo com Hinfl

Para os fragmentos de 948 pb da regido da proteina
capsidial do WSMV o padrao de restricdo com Hinfl foi determinado.
Apos a amplificagdo por PCR utilizando com DNA molde os
plasmideos recombinantes foi realizada a clivagem do produto de

PCR com a enzima de restrigdo Hinfl. A reagdo contendo: 10 uL de
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PCR, 0,5 puL de enzima, 1,5 pL de tampao da enzima 10 X e 3 pL de
agua milli-q foi incubada a 37 °C por 1 hora e 30 minutos.

O padrio de restricdo foi analisado por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,5 %, preparado em TBE 1X e
corado com brometo de etidio 10 mg/mL. As amostras foram
preparadas com 15 pL de DNA clivado e 2,5 pLL de tampao 6X. Apos
corrida eletroforética em voltagem constante de 90V por 2 horas os

fragmentos foram visualizados sob luz ultravioleta.

3.5.8 Sequienciamento

Trés clones com o fragmento de 198pb e 16 com o
fragmento de 948pb foram seqiienciados. As amostras foram
amplificadas utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems). O volume total da reacdo de
seqlienciamento foi de 10 pL, contendo 1 pL de DNA, 0,5 pL de
BigDye, 2 pL de tampao de reacdo 5X, 3,2 uL de oligonucleotideo
SP6 ou T7 (1 uM) e 3,3 uL de agua milli-q para completar o volume.
A reacdo foi incubada por 1 minuto a 96 °C e realizada em 30 ciclos
de desnaturagdao a 96 °C por 30 segundos, anelamento por 30
segundos a 58°C e extensao por 2 minutos a 60 °C.

Ao final do ciclo, a precipita¢do foi realizada adicionando
5 uL de acetato de amonio 7,5 M e 25 pL de etanol absoluto gelado
incubando por 40 minutos a -20 °C e centrifugando a 3.700 rpm por
60 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao
precipitado 75 pL de etanol 70% incubando por 1 minuto no gelo.
Apds o descarte do etanol as amostras foram submetidas a secagem

em SpeedVac por 20 minutos e ressuspendidas em 10 uL de
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formamida Hi-Di durante 12 horas a 4 °C. A desnaturagdo foi
realizada a 94 °C por 5 minutos e imediatamente as amostras foram
incubadas no gelo por 3 minutos e centrifugadas (spin) a 1200 rpm. O
sequenciamento foi realizado em seqiienciador automatico modelo

ABI 3100.

3.5.9 Anélise das sequencias

Foram montadas 16 sequencias de 948pb de nove isolados
e trés sequencias de 198pb de dois isolados. As sequencias foram
montadas  utilizando o  programa  CodonCode  Aligner
(http://www.codoncode.com/aligner/) e comparadas com as
depositadas no GenBank e EMBL, utilizando o programa BLAST N
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/).

Ap6s andlise de similaridade e comprovacao da qualidade
das sequencias, as sequencias de nucleotideos do gene da proteina
capsidial de 10 clones (sete isolados) e da regido VPg-Nla de 3 clones
(dois i1solados) brasileiros foram comparadas com as sequencias de 13
isolados de WSMYV descritos (Tabela 3) e um isolado do Oat necrotic
mottle virus (ONMYV; nimero de acesso no GeneBank AY377938),
virus do género Tritimovirus mais estreitamente relacionado com as
espécies de WSMV (STENGER & FRENCH, 2004a).

Um alinhamento para cada regido de interesse (proteina
capsidial ou VPg-Nla) foi realizado utilizando o programa
CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). A arvore filogenética
comparando as sequencias de nucleotideos das duas regides estudadas
e a sequencia de aminoacidos da proteina capsidial foi gerada através

do método da analise de agrupamento de vizinhos (Neighbor-Joining)
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com 1.000 bootstraps, os gaps foram excluidos da analise e os demais
parametros foram definidos para valores padrao. O resultado foi
visualizado no programa TreeView
(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html) designando o

ONMYV como grupo mais distante.

Tabela 3 - Isolados de Wheat streak mosaic virus (WSMYV) utilizados

na comparagdo das sequencias

isolado  mimerode  rigem geografica referéncia
acesso

Arg2 FJ348359  Argentina STENGER & FRENCH, 2009
Czech AF454454  Republica Checa ~ RABENSTEIN et al., 2002

El Batan3 AF285170 M¢éxico CHOI et al., 2001

H95S AF511614 Kansas, USA STENGER & FRENCH, 2009
H98 AF511615 Kansas, USA STENGER & FRENCH, 2009
1ID96 AF511618 Idaho, USA STENGER & FRENCH, 2009
1D99 AF511619 Idaho, USA STENGER & FRENCH, 2009
Iran AF454458 Ira RABENSTEIN et al., 2002

Mon96 AF511630 Montana, USA STENGER & FRENCH, 2009
Sidney81  AF057533 Nebraska, USA STENGER et al., 1998

TK1 AF454455 Turquia RABENSTEIN et al., 2002
Type AF285169 Kansas, USA CHOI et al., 2001

WA94 FJ348358 Washington, USA  STENGER & FRENCH, 2009

3.6 Determinacéo da gama de hospedeiros

Dois isolados, 915 e 1256, que expressaram sintomas

tipicos de WSMV na detecgcao biologica, RT-PCR positivo para os
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dois oligonucleotideos testados e seqiliéncias confirmadas de WSMV
foram utilizados para a determinacao da gama de hospedeiros.

As espécies testadas foram: Chenopodium amaranthicolor
(L.), Nicotiana tabacum (L.), aveia preta (Avena strigosa Schreb.),
cevada (Hordeum vulgare L.), milho (Zea mays L.), centeio (Secale
cereale L. cv. BRS Serrano) trés cultivares de trigo (Triticum aestivum
L.) Embrapa 16, BRS Guabiju e BRS Timbauva e duas de triticale (x
Triticosecale Witt.) BRS Saturno e BRS Ulisses.

Cada isolado foi inoculado via extrato vegetal tamponado
(tampao fosfato de potassio 0,2M, pH 7 com celite) utilizando quatro
repeticoes (vasos) e dois controles negativos (inoculado com tampao e
ndo inoculado) para cada hospedeiro. As plantas foram mantidas em
telado. Aos 15 dias apds a inoculagdo (dpi) foram avaliadas quanto a
manifestacdo dos sintomas sistémicos e 20 dpi realizou-se RT-PCR
para confirmar a preseng¢a do virus.

Também foi realizada a reinoculagdo do agente patogénico
a partir das plantas inoculadas com o isolado 915, exceto Nicotiana
tabacum, para plantas de trigo (cv. BRS Guabiju). A reinfecgdo foi
confirmada por RT-PCR.
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4 RESULTADOS

4.1 Deteccdo soroldgica

Os resultados dos testes sorologicos (DAS-ELISA) para as
293 amostras de folhas e colmos de diferentes espécies de gramineas
hospedeiras oriundas das coletas de campo foi inconclusivo. Apenas
para as amostras oriundas de casa de vegetacdo foi possivel o
diagnostico sorologico inequivoco. Amostras de casa de vegetacao
com sintomas de mosaico estriado e elevadas populagdoes de A.
tosichella apresentaram leituras de absorbancia até 7 vezes superior ao

controle negativo.

4.2 Deteccéo biologica

Das 463 amostras inoculadas em trigo (cv. BRS Guabiju)
apenas a amostra 915 (utilizada como controle positivo nas
inoculagdes) e outras duas amostras (912 e 1256), também oriundas de
casa de vegetagcdo, foram capazes de causar sintomas de mosaico
estriado tipico de WSMV nas plantas de trigo inoculadas.
Inicialmente, observaram-se lesdes clordticas nas folhas mais jovens,
evoluindo para estrias amarelas paralelas as nervuras das folhas e,
posteriormente, mosaico estriado cobrindo grande parte da planta

(Figura 7).



58

Figura 7 - Detecgao bioldégica de WSMV por inoculagdo via extrato
vegetal tamponado em plantas de trigo (cv. BRS Guabiju).
A. Apresentacdo geral de um ensaio. B. Sintomas iniciais

exibidos nas folhas jovens. C. Sintomas aos 15 dpi.
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4.3 Deteccao molecular

A amplificagdo do fragmento correspondente ao gene da

actina comprovou a qualidade do RNA extraido (Figura 8).

100pb| 862 = 908 | 1211|1217 1218‘1220 1226 | 1228 | 1230 | 1233|1229 | 1226 |sadia| C- ‘ C+

~500pb

Figura 8 - Perfil eletroforético, dos fragmentos amplificados
correspondentes ao gene da actina. Marcador 100pb. 13

amostras testadas, controle negativo e positivo.

Das 96 amostras testadas na deteccdo molecular, foi
possivel amplificar o fragmento de 948pb e/ou de 198pb para 25
amostras de trigo que apresentavam sintomas de mosaico (Tabela 4),
dessas, 20 eram oriundas de campo e cinco de casa de vegetacao.
Apenas para as amostras oriundas de casa de vegetagdao (485, 486,
912, 915 e 1256) e trés amostras coletadas em campo no municipio de
Passo Fundo (911, 913 e 1254) foi possivel obter bandas “intensas”
para ambos os oligonucleotideos testados. Outras 17 amostras
oriundas de coletas de campo, que tiveram amplificacdo de bandas de
“fraca” intensidade, foram consideradas suspeitas de infeccdo pelo
WSMYV. Para onze amostras s6 foi possivel amplificar o fragmento de

198pb e para duas apenas o fragmento de 948pb (Tabela 4 e Figura 9).
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100pb 1230 1233 1218 1220 862 908 1256 915 Sadia C-

100pb 1230 | 1233 1218 1220 862 908 1256 915 Sadia C- 100pb

Figura 9 - Perfil eletroforético, em gel de agarose 1,5%, dos
fragmentos de (A) 948pb amplificados com os
oligonucleotideos WSMV R/F e (B) 198pb com WSMV
L2/R2. Marcador 100pb. Isolados testados, amostra de

trigo sadia e controle negativo (c-).



63

Nove fragmentos de 948pb e dois de 198pb amplificados
por RT-PCR foram clonados. Os 16 clones obtidos para a regido
COOH-terminal da poliproteina, onde estd codificada a proteina
capsidial (CP), quando submetidos a clivagem do produto de PCR
geraram dois padrdes distintos (Figura 10). Os 14 clones, que
posteriormente foi possivel confirmar por andlise de similaridade que
se tratavam de WSMYV, apresentaram um sitio de restricao, clivando o
fragmento de 948pb em dois fragmentos de aproximadamente 200 e
750pb. Duas amostras, oriundas de campo coletadas nos municipios
de Santiago (1239) e Sao Jodao Mirim (1244) apresentaram dois sitios
de restrigdo, originando bandas com tamanhos aproximados de 200,
300 e 500pb. Essas amostras, apods sequenciamento dos fragmentos
amplificados, apresentaram similaridade com o hospedeiro e ndo com

0 virus.

100pb 915 1244
PCR Hinfl PCR Hinfl PCR | Hinfi PCR Hinfl

Figura 10 - Analise de restrigdo com a enzima Hinfl dos fragmentos
de 948pb amplificados com os primers WSMV R /
WSMYV F, das amostras 915 e 1244.
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4.4 Andlise filogenética

As sequencias das amostras que apresentaram diferencas
no padrao de restricio, quando comparadas com as sequencias
depositadas no GenBank, apresentaram 99% de similaridade com um
receptor proteina-quinase € DNA mitocontrial de trigo e foram
excluidas da analise. Quatro clones que apresentaram sequencia de
baixa qualidade ou que nao foi possivel traduzir in silico a sequencia
de 316 aminoacidos da regido da proteina capsidial também foram
excluidos da analise.

Através da sequencia de nucleotideos da regido COOH-
terminal da poliproteina onde esta codificada a proteina capsidial (CP)
e da regido VPg-NIa foi possivel identificar como WSMV quatro
isolados oriundos de casa de vegetacao (486, 912, 915 e 1256) e
quatro isolados de amostras de campo coletadas nos municipios de
Sao Luiz Gonzaga (1233), Joia (1241) e Passo Fundo (1254 e 913).
Independentemente da regido seqiienciada ou localidade da coleta, os
isolados brasileiros apresentaram 99% de similaridade com o isolado
Arg2 (FJ348359) da Argentina, diferindo entre 1 a 9 nucleotideos para
os isolados de casa de vegetacdo e entre 9 a 13 para os isolados
oriundos do campo (Tabela 5).

Quando comparados entre si, os isolados brasileiros
apresentaram 99% de similaridade, diferindo em no maximo 8
nucleotideos nas sequencias da regido COOH-terminal da
poliproteina. Entre clones de um mesmo isolado houve diferencas de 1
a 5 nucleotideos, exceto para o clone 146 do isolado 1256, que

apresentou uma dele¢do de 37 aminoacidos entre os nuleotideos 121 e
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158 e um fragmento de tamanho total de 911pb, diferindo em 6
nucleotideos do clone 146 do mesmo isolado.

Os isolados oriundos de casa de vegetacao diferiram entre
si em 1 a 4 nucleotideos e entre os isolados oriundos de campo,
observou-se diferengas entre 4 a 6 nucleotideos. Quando comparados
os isolados oriundos de casa de vegetacdo e campo, as diferengas sao

de 1 até 8 nucleotideos.

Tabela 5 - Comparacdo entre as sequencias de nucleotideos dos
isolados brasileiros seqiienciados e o isolado Arg2

(FJ348359) da Argentina

isolado ) regido o ) )
localidade . similaridade identidade

(clone) seqiienciada
486 (150)  Casa de Vegetagao CP 99% 938/947
912 (148)  Casa de Vegetagdo CP 99% 938/947
915 (142)  Casa de Vegetagdo CP 99% 938/947
915 (143)  Casa de Vegetagdo CP 99% 939/947
1233 (140) Sao Luiz Gonzaga CP 99% 934/947
1241 (132) Joia CP 99% 938/947
1254 (137) Passo Fundo CP 99% 935/947
1254 (138) Passo Fundo CP 99% 936/947
1256 (146) Casa de Vegetagdo CP 99% 794/796
1256 (147) Casa de Vegetagdo CP 99% 934/947
912 (119)  Casa de Vegetagao VPg-Nla 99% 196/198
912 (120)  Casa de Vegetagdo VPg-Nla 99% 196/198
913 (121)  Passo Fundo VPg-Nla 99% 197/198

Quando comparados com sequencias depositadas no
GeneBank, as sequencias de nucleotideos da regido COOH-terminal

da poliproteina dos isolados brasileiros apresentaram entre 99% a 97%
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de similaridade com isolados oriundos da regidao Noroeste Pacifico
Americana (APNW - American Pacific Northwest) dos Estados
Unidos e outras espécies da América do Norte e Turquia. Diferiram
em 8% da sequencia do isolado do Ird e entre 9 a 10% do isolado

Czech da Republica Checa (Tabela 6 e 11).

Tabela 6 - Analise de similaridade da sequencia de nucleotideos da
proteina capsidial (COOH-terminal da poliproteina) dos

1solados brasileiros.

isolado 486 912 915 915 1233 1241 1254 1254 1256
(clone)  (150) (148) (142) (143) (140) (132) (137) (138) (147)

486 (150) -

912(148)  99% -

915(142)  99% 99% -

915(143)  99% 99%  99% -

1233 (140)  99% 99% 99%  99% -

1241 (132)  99% 99% 99%  99% 99% -

1254 (137)  99% 99% 99%  99% 99% 99% -

1254 (138)  99% 99% 99%  99% 99% 99% 99% -
1256 (147)  99% 99% 99%  99% 99% 99% 99% 99% -

Arg2 99% 99% 99%  99% 99% 99% 99% 99% 99%
WA94 99% 99% 99%  99% 98% 99% 98% 98% 98%
ID96 98% 98% 98%  99% 98% 98% 98% 98% 98%
MON96 98% 98% 98%  98% 97% 98% 97% 97% 97%
Type 97% 97% 97%  97% 97% 97% 97% 97% 97%
H95S 97% 97% 97%  97% 97% 97% 97% 97% 97%
H98 97% 97% 97%  97% 97% 97% 97% 97% 97%
1D99 97% 97% 97%  97% 97% 97% 97% 97% 97%
Sidney 81 97% 97% 97%  97% 97% 97% 97% 97% 97%
TK 1 97% 97% 97%  97% 97% 97% 97% 97% 97%
Ira 92% 92%  92%  92% 92% 92% 92% 92% 92%

Czech 91% 90% 91% 91% 90% 91% 90% 90% 91%
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ONMV

ElBatan3
Czech
Iran

—— Type
H98
H95S8
TK1
D99
Sidney 81
D96
MON36
WA94
Arg2
r 9121481
12411321
486 150.2
[ 1256 146.1
1256 1471
915 1421
- 1254 1381
1233 140.1
r[ 1254 1371

915 1431

01

Figura 11 - Arvore filogenética construida para sequéncia de
nucleotideos de um fragmento da regido COOH-
terminal da poliproteina, onde estd codificada a
proteina capsidial, de WSMV utilizando método
“neighbor-joining” baseada em 1000 boostrap e
enraizada com sequéncia de Oat necrotic mottle virus
(ONMV) como grupo externo. Comprimento dos
ramos proporcional a distancia genética; comprimento
da barra de escala corresponde a distancia genética de
0,1. Sao isolados oriundos do Brasil: 486, 912, 915 ¢
1256 coletados em casa de vegetacdo e 1233 coletado
no municipios de Sdo Luiz Gonzaga, 1241 em Joia,

1254 € 913 em Passo Fundo.
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As sequencias da regido VPg-Nla quando comparadas
entre si apresentaram 100% de similaridade entre clones e variaram
em um nucleotideo entre o isolado oriundo de casa de vegetacdo e
campo. Quando comparados com as sequencias de outras localidades,
apresentaram entre 96% a 98% de similaridade com isolados
pertencentes ao clado D, diferindo em no maximo 8 nucleotideos
(Figura 12).

A sequéncia de 948pb foi traduzida em uma sequencia de
316 aminoacidos e foi construida uma arvore filogenética (Figura 13).
O clone 146 do isolado 1256 foi excluido da comparagdo entre as
sequéncias de aminoacidos uma vez que a delegdo alterou a ordem da
fase aberta de leitura comprometendo a tradugdo da proteina.

Os isolados brasileiros apresentaram entre 98 a 100% de
similaridade quando comparados entre si, diferindo em no maximo 5
aminoacidos. As sequéncias de aminoacidos entre os clones do isolado
915, oriundo de casa de vegetacdo, apresentaram 100% de
similaridade entre si, € os clones do isolado 1254, oriundo de campo,
diferiram em 3 aminodcidos. Entre os isolados oriundos de casa de
vegetacdo, ocorreram diferencas entre 1 a 3 aminodcidos e para os
oriundos de campo a maior diferenga foi de 5 aminoacidos entre o
isolado de Passo Fundo (1254) e de Sao Luiz Gonzaga (1233). O
isolado oriundo de Joia (1241) apresentou 100% de similaridade com
0 915. Quando comparados com as sequencias de outras localidades,
apresentaram-se intimamente relacionadas (de 98 a 100% de

similaridade) com os isolados pertencentes ao clado D.
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Figura 12 - Arvore filogenética construida para sequéncia de
nucleotideos de um fragmento do gene VPg-Nla de
WSMV  utilizando método  “neighbor-joining”
baseada em 1000 boostrap e enraizada com sequéncia
de Oat necrotic mottle virus (ONMYV) como grupo
externo. Comprimento dos ramos proporcional a
distancia genética; comprimento da barra de escala
corresponde a distancia genética de 0,1. 912 e 913 sdo

isolados oriundos de Passo Fundo — RS (Brasil).
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Figura 13 - Arvore filogenética construida para a sequencia de
aminoacidos da regido COOH-terminal da poliproteina
(CP) de WSMYV utilizando método “neighbor-joining”
baseada em 1000 boostrap e enraizada com sequéncia
de Oat necrotic mottle virus (ONMV) como grupo
externo. Comprimento dos ramos proporcional a
distancia genética; comprimento da barra de escala
corresponde a distancia genética de 0,1. Sao isolados
brasileiros: 486, 912, 915 ¢ 1256 coletados em casa de
vegetacao e 1233 coletetado no municipios de Sao Luiz

Gonzaga, 1241 em Joia, 1254 e 913 em Passo Fundo.
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4.5 Gama de hospedeiro
As plantas de Chenopodium amaranthicolor, Nicotiana
tabacum e aveia preta inoculadas com os isolados 915 ¢ 1256 ndo

exibiram sintomas (Tabela 7).

Tabela 7 - Tipo e frequéncia de sintomas por hospedeiros inoculados

com dois isolados de WSMV

) 915 1256
espécies testadas - -
sint freq % sint freq %

Chenopodium amaranthicolor - 04 0 - 04 0
Nicotiana tabacum - 04 0 - 04 0
Avena strigosa - 0/20 0 - 0/20
Hordeum vulgare M 8/20 40 M 10/21 47,6
Zea mays M 2/14 14,3 - 0/12
T. aestivum (cv. Embrapa 16) M 21/21 100 M 24/24 100
T. aestivum (cv. BRS Guabiju) M 21/21 100 M 19/19 100
T. aestivum (cv. BRS Timbauva) M 24/24 100 M 21/21 100
Secale cereale (cv. BRS Serrano) M 5/20 25 M 9/19 474
x Triticosecale (cv. BRS Saturno) M 10/21 47,6 M 10/24 41,7
x Triticosecale (cv. BRS Ulisses) M; LN 20/20 100 M 23/24 958

M = mosaico; LN = lesdo necrotica

A cevada, o trigo, o centeio, o triticale e o milho
idependentemente da cultivar exibiram sintomas quando inoculados
com pelo menos um dos isolados, ocorrendo variacdo na expressao
dos sintomas entre os dois isolados testados. Nas plantas inoculadas
com o isolado 915 os sintomas de mosaico foram observados mais
precocemente, sendo mais severos que os observados para o 1256, as
estrias longitudinais apresentaram-se em colora¢do mais intensa, em

maior nimero € mais agrupadas, combrindo uma parte maior nas

folhas.



72

Nas plantas de trigo e triticale inoculadas, os sintomas
apareceram mais precocemente € em maior freqiiéncia do que nos
outros hospedeiros. As trés cultivares de trigo exibiram sintomas em
todas as plantas inoculadas. Inicialmente foram observadas pequenas
lesdes cloroticas nas folhas mais jovens, que evoluiram para estrias
amarelas paralelas as nervuras cobrindo grande parte da folha e
posteriormente se fundiram formando um padrdo de estrias amarelas e
verdes em linhas descontinuas, tipico de mosaico, distribuindo-se por
toda a planta (Figura 14). A intensidade e distribuicdo do mosaico nas
plantas variou entre as cultivares. Na cv. BRS Guabiju as estrias
apresentaram-se mais intensas formando um padrdo de mosaico
estriado distribuido por grande parte das folhas de cada planta
inoculada. Os sintomas foram mais brandos e menos evidentes na cv.
Embrapa 16 e ainda mais brandos na cv. BRS Timbatva.

A cevada e o centeio (cv. BRS Serrano) apresentaram
lesdes cloroticas nas folhas jovens semelhantes as plantas de trigo,
porém em menor freqiiéncia e mais tardiamente. No centeio as lesoes
nas folhas mais jovens apresentaram-se mais amplas e difusas. Em
ambos os hospedeiros, as estrias evoluiram para um padrao de
mosaico suave, com poucas estrias € em menor tamanho, distribuido
em poucas folhas de cada planta inoculada.

No milho, apenas quando inoculado com o isolado 915 foi
possivel observar sintomas. Duas das 14 plantas inoculadas exibiram
estrias brancas paralelas as nervuras, no padrao de mosaico, proximas

a base das folhas mais jovens.
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No triticale observou-se grande variagdo no tipo de
sintoma entre as duas cultivares testadas. A cultivar BRS Saturno
inoculada com ambos os isolados apresentou em média 44% das
plantas inoculadas com sintomas. As estrias apresentaram-se finas e
em menor tamanho, cobrindo grande parte das folhas, semelhante ao
padrao de mosqueado (Figura 15B). Em 95% das plantas de BRS
Ulisses inoculadas com o isolado 1256 observaram-se sintomas
semelhantes aos descritos para a cultivar BRS Saturno, porém as
estrias apresentaram-se de maneira mais suave, em menor densidade e
em poucas folhas de cada planta. Enquanto que quando inoculada com
o isolado 915, a cultivar BRS Ulisses exibiu lesdes necroticas
sistémicas em todas as plantas (Figura 15A). As lesdes apresentam-se
alongadas e circundadas por um bordo amarelo com halo interior e
exterior cor de palha, distribuindo-se uniformentente por todas as

folhas de cada planta.

Figura 15 - Comparacdo entre os sintomas induzidos pelo isolado 915
nas folhas de triticale. Mosaico na cv. BRS Saturno (A) e

lesdes necroéticas na cv. BRS Ulisses (B).
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Para todas as plantas que apresentaram sintomas € também
para o milho, inoculado com o isolado 1256, e a aveia, foi possivel
amplificar o fragmento de 948bp da regido COOH-terminal da
poliproteina (CP), confirmado infeccao sistémica pelo WSMV nessas
espécies (Figura 16).

Fragmento de 948pb (CP Controle positivo (Actina

Figura 16 - Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% das espécies
testadas na determinacdo da gama de hospedeiros
moculadas com os isolados 915, 1256 e controle
negativo nao inoculado. Ordem do gel: Marcador 100 pb,
Chenopodium amaranthicolor, Nicotiana tabacum, aveia
preta (Avena strigosa), cevada (Hordeum vulgare),
milho (Zea mays), trigo (Triticum aestivum cv. Embrapa
16, BRS Guabiju e BRS Timbatva) centeio (Secale
cereale cv. BRS Serrano), triticale (x Triticosecale cv.
BRS Saturno e BRS Ulisses), controle negativo da

reag¢ao e marcador 1 Kb.
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Foi possivel observar sintomas de mosaico e amplificar o
fragmento de 948bp da regido COOH-terminal da poliproteina (CP)
para os trigos (cv. BRS Guabiju) re-inoculados a partir de extrato
vegetal tamponado das plantas de aveia (sintomas e banda de fraca
intensidade), cevada, trigo (cv. Embrapa 16, BRS Guabiju e BRS
Timbatuva) centeio (cv. BRS Serrano) e triticale (cv. BRS Saturno e
BRS Ulisses) inoculadas com o isolado 915, confirmando a infec¢ao
viral. A partir do milho infectado, ndo foi possivel re-transmitir o

isolado para o trigo.

n. Trigo-| Aveia Cev. Milho T.Em T. Gua T. Tim Cent.|T.Sat|T. Ulis C-

Figura 17 - Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% do fragmento
de 948pb amplificado de trigo (cv. BRS Guabiju) re-
inoculado a partir das plantas inoculadas com o isolado
915 na determinacdo da gama de hospedeiros. Ordem do
gel: Chen. C. amaranthicolor; Trigo-. trigo controle
negativo; Aveia; Cev. cevada; Milho; T. em. trigo cv.
Embrapa 16; T. gua. trigo cv. BRS Guabiju; T.Tim. trigo
cv. BRS Timbauava; Cent. centeio; T. Sat. triticale cv. BRS
Saturno; T. Uls. triticale cv. BRS Ulisses e c-. controle

negativo da reacgao.
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5 DISCUSSAO

A ocorréncia Wheat streak mosaic virus em regides
produtoras de trigo do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e
Mato Grosso do Sul foi investigada utilizando testes sorologicos e
biologicos. Para as amostras coletadas nas regides de ocorréncia do
acaro vetor A. tosichella, foram aplicados também testes moleculares
que permitiram a identificacdo de oito isolados, caracterizados por
métodos moleculares e biologicos.

Por sorologia foi possivel identificar a presenca de WSMV
apenas em plantas crescidas em casa de vegetagao do CNPT, nas quais
se observavam fortes sintomas de mosaico, enrolamento nas folhas
tipico de infestacdes pelo acaro (SOMSEN & SILL, 1970;
HANDRAPATYA, 1986; HARVEY et al., 2002) e altas populagdes
do vetor. Os testes soroldgicos realizados a partir de folhas e colmos
de diferentes espécies de plantas coletadas em campo foram
inconclusivos, com varia¢cdo nas leituras que poderiam ser atribuidas a
reagao cruzada.

A fim de uniformizar as analises, as amostras de campo
das diferentes espécies foram inoculadas em BRS Guabiju, uma
cultivar de trigo suscetivel que exibe sintomas evidentes de mosaico
estriado. De um total de 473 amostras inoculadas, apenas para as
amostras de casa de vegetacdo, em que a infec¢do ja havia sido
confirmada, foi possivel reproduzir os sintomas no hospedeiro
suscetivel e realizar a confirmag¢do de que se tratava de WSMV por
sorologia. Na Australia, o WSMV também foi detectado pela primeira

vez em germoplasma de trigo plantados em casa de vegetacao (ELLIS
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et al., 2003b) onde as condi¢des de temperatura (calor) e umidade sao
favoraveis ao desenvolvimento do vetor (COUTTS et al. 2008b;
SOMSEN & SILL 1970).

Embora a partir de amostras de campo ndo tenha sido
possivel reproduzir sintomas via inoculacdo por extrato vegetal
tamponado e o DAS-ELISA dos trigos inoculados tenha sido negativo,
a ocorréncia de WSMYV foi investigada através de testes moleculares
(RT-PCR) para 91 amostras coletadas em campo, principalmente trigo
que ¢ o principal hospedeiro (MCKINNEY, 1949; SLYKHUIS, 1955;
BRAKKE, 1971; STYLER & NAULT, 1996; COUTTS et al.,
2008b), com sintoma de mosaico, coletado proximo ou nas regides
onde a presenga do acaro vetor Aceria tosichella foi confirmada
(PEREIRA et al., 2009; NAVIA, 2009; LAU, 2012).

Considerando o total de plantas analisadas, os métodos
biolégico e o sorologico foram capazes de detectar o virus apenas para
os isolados expostos a grandes populacdes do acaro vetor. Resultados
diferentes dos obtidos através da detec¢do molecular, onde foi
possivel amplificagcdo positiva para 25 amostras de trigo com sintomas
de mosaico. Desses 20 eram oriundos de amostras de campo e 5 eram
isolados de casa de vegetagdo, detectados anteriormente por sorologia.
Todas as amostras de campo, exceto as oriundas de coletas no
municipio de Passo Fundo, apresentaram um padrdo de bandas, em gel
de agarose, de fraca intensidade.

Embora a distribuicdo do A. tosichella no Brasil, desde a
sua deteccao em 2006, tenha ampliado, até o momento as populagdes
encontradas no campo sdo pequenas (PEREIRA et al., 2009; NAVIA,
2009; LAU, 2012). E possivel que a dificuldade na detecgdo do
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WSMYV em condigdes de campo no Brasil se deva a baixa populacao
do vetor. Proporcionalmente a populagdo do vetor, o titulo viral nas
plantas coletadas no campo pode estar baixo, possivelmente abaixo do
limiar passivel de detec¢dao por sorologia ou por inoculagdo mecanica,
mas suficiente para ser detectado por RT-PCR. As diferencas de
intensidade nas bandas, entre isolados de casa de vegetacdo e campo,
reforgam esta hipdtese.

Embora em dois casos as sequéncias amplificadas a partir
das amostras em analise tenham sido derivadas do hospedeiro (uma
proteina-quinase ¢ DNA mitocontrial de trigo), o que indica que na
auséncia de RNA viral, nas condi¢des de PCR utilizadas, pode haver
amplificagdes inespecificas, o conjunto de evidéncias hospedeiro,
sintoma, amplificacdo positiva para ambos os oligonucleotideos e a
presenca do acaro na amostra testada permite supor que, além dos
isolados cuja comparagdo de sequencias permitiu confirmar a presenga
de WSMV, as amostras de Palmeira das Missdes (862) e Santa Rosa
(1220) possivelmente também estivessem infectadas pelo virus.

E possivel que as amostras com sintomas de mosaico cujo
o agente etiologico ndo foi identificado estivessem infectadas pelo
Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMYV) e/ou Wheat spindle streak
mosaic virus (WSSMV) que sdo virus transmitidos por Polymyxa
graminis (KANYUKA et al., 2003) ¢ ocorrem comumente no Brasil
também causando sintomas de mosaico em trigo (CAETANO, 1982;
SCHONS et al., 2011).

Através das sequencias de nucleotideos, foi possivel
identificar oito isolados de WSMYV, sendo quatro oriundos de casa de

vegetacdo e quatro de amostras de campo. As maiores divergéncias
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entre 0 genoma do WSMV e membros da familia Potyviridae, estio
localizadas na CP (NIBLETT et al., 1991; CHOI et al., 2000), uma
das regides onde as substituicdes de nucleotideos entre os isolados
ocorrem (CHOI et al., 2001; HALL et al., 2001b). Foi demonstrado
que a comparagdo entre a regido da CP estimam as relacdes de
maneira tdo consistente quanto as baseadas nas sequencias completas
de Tritimovirus (RABENSTEIN et al., 2002; STENGER & FRENCH,
2009). As sequencias da regido COOH-terminal da poliproteina onde
esta codificada a proteina capsidial (CP) (NIBLETT et al., 1991) dos
oito isolados brasileiros foram comparadas com 13 isolados de
Tritimovirus depositados no GeneBank ¢ um isolado de ONMYV mais
estreitamente relacionado com as espécies de WSMV (STENGER &
FRENCH, 2004a). As sequencias de nucleotideos da regidao da CP e
regido VPg-Nla e as sequencias de aminoacidos da regido da CP dos
isolados brasileiros de WSMV apresentaram alta similaridade entre si,
sendo que o mais divergente foi o isolado oriundo de Sado Luiz
Gonzaga (1233). Os isolados brasileiros estdo estreitamente
relacionados ao isolado Arg2 oriundo da Argentina, onde a presenca
do virus foi relatada recentemente (TRUOL et al., 2004). Este fato
permite inferir que o virus foi introduzido no Brasil recentemente em
uma introducdo independente a partir de uma fonte comum (por
sementes) e/ou por migragao direta da Argentina, através do vetor.
Assim como os isolados provenientes da Argentina, os
isolados brasileiros pertencem ao clado D que inclui as espécies da
América do Norte, dois isolados da Turquia, os isolados Australianos
e da Nova Zelandia (RABENSTEIN et al., 2002; STENGER et al.,
2002; ELLIS et al., 2003a,b; TROUL et al., 2004; DWYER et al.,
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2007; LEBAS et al., 2009; STENGER & FRENCH, 2009). Diferindo
em 8% da sequencia do isolado oriundo do Ird, representante do clado
C (RABENSTEIN et al., 2002; STENGER et al., 2002) que difere em
8% do clado D (STENGER & FRENCH, 2009). E entre 9 a 10% do
isolado Czech oriundo da Republica Checa que representa os isolados
provenientes da Europa central e Russia que abrangem o clado B
(RABENSTEIN et al., 2002; STENGER et al., 2002) que diferem em
10% das sequencias de nucleotideos dos clados C e D (STENGER &
FRENCH, 2009).

O WSMYV ¢ capaz de infectar varias espécies de Poaceas
(OLDFIELD & PROESELER, 1996) e nenhuma espécie
eudicotiledonea (BRAKKE, 1971; SANCHEZ-SANCHEZ et al.,
2001). Nenhuma das eudicotiledoneas inoculadas com os isolados
brasileiros foram infectadas.

Dentre as Poaceae, o trigo ¢ o principal hospedeiro
(OLDFIELD, 1970; BRAKKE, 1971; CHRISTIAN & WILLIS, 1993;
SANCHEZ-SANCHEZ et al, 2001; ELLIS et al, 2003a,b;
KAPOORIA & NDUNGURU, 2004). Mas também pode ocorrer em
centeio, aveia, cevada (OLDFIELD, 1970; BRAKKE, 1971;
SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001), triticale (SANCHEZ-SANCHEZ
et al, 2001) e algumas variedades de milho (BRAKKE, 1971;
MARCON et al., 1997). Os isolados brasileiros foram capazes de
infectar trigo, cevada, aveia, centeio, triticale e pelo menos um dos
isolados infectou o milho, embora a frequéncia de infec¢ao e os titulos
virais tenham sido baixos.

Nas plantas inoculadas com o isolado 915 os sintomas

foram mais visiveis em todas as espécies quando comparados com o0s
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sintomas expressos nas plantas inoculadas com o isolado 1256. Um
dos clones do isolado 1256 apresentou uma delecdo de 37
aminoacidos na regido NH,-terminal da proteina capsidial, que esta
envolvida com especificidade de hospedeiro e movimento a longa
distancia (TATINENI et al., 2011). E possivel que a delegdo tenha
alterado a ordem da fase aberta de leitura comprometendo a tradugdo
da poliproteina que mesmo truncada pode permanecer competindo por
sitios na célula atenuando os sintomas. Este fendmeno ¢ conhecido
como transdominéncia negativa, muito estudado em algumas relagdes
virus-hospedeiro(BRUNETTI et al, 2001) e poderia estar
acontecendo neste caso.

O trigo quando infectado inicialmente exibe listras verdes
paralelas as nervuras das folhas mais jovens, evoluindo para mosaico
em toda a planta (STYLER & NAULT, 1996; MARTIN, 1978). Esses
sintomas foram observados em todas as cultivares de trigo testadas,
sendo mais intensos na cultivar BRS Guabiju do que na cv. Embrapa
16 e BRS Timbauva respectivamente, indicando diferencas na
resposta a infec¢ao entre essas cultivares.

Apenas o trigo e o triticale expressaram sintomas de
mosaico entre 6 a 8 dias apos a inoculagdo conforme descrito na
literatura (STYLER & NAULT, 1996). Sintomas similares aos
expressos em trigo, embora em menor freqiiéncia e mais tardiamente,
foram observados na cevada e no centeio que também sdo descritos
como hospedeiros (OLDFIELD, 1970; BRAKKE, 1971; SANCHEZ-
SANCHEZ et al, 2001). A expressio dos sintomas pode ser
influenciada pelas condi¢des ambientais (MARTIN et al., 1984;
COUTTS et al., 2008a).
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Sintomas necréticos ja foram observados em trigo
(KAPOORIA & NDUNGURU, 2004; ELLIS et al, 2003;
CHRISTIAN & WILLIS , 1993) em plantas severamente afetadas
(STYLER & NAULT, 1996; MARTIN, 1978), aveia, cevada
(SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001), sorgo, Digitaria milangiana
(KAPOORIA & NDUNGURU, 2004), Rottboellia cochinchinensis e
Setaria verticillata (KAPOORIA & NDUNGURU; 2004; ELLIS et
al., 2004). Dentre as plantas testadas, na avaliagcdo até 15 dpi, apenas o
triticale cv. BRS Ulisses apresentou sintomas necroticos.

A aveia branca (Avena sativa) quando infectada exibe
estrias finas que podem se tornar necroéticas (SANCHEZ-SANCHEZ
et al., 2001). ). No presente trabalho, a cultivar de aveia preta (Avena
strigosa) empregada ndo manifestou sintomas, porém foi hospedeira
do virus posto, que foi possivel detectar RNA viral na planta
inoculada. Em conjunto, a auséncia de sintomas e a fraca intensidade
da banda amplificada sugerem que pelo menos a cultivar analisada
nao ¢ uma boa hospedeira.

Algumas variedades de milho sdo descritas como
hospedeiras do WSMV (BRAKKE, 1971; SANCHEZ-SANCHEZ et
al., 2001). Alguns autores consideram o milho como um hospedeiro
suscetivel (HOW, 1963) ou imune (LANE & SKOPP, 1983). Porém ja
foi demosntrado que existe variacdo entre as linhagens de milho na
resposta a infeccao pelo WSMV (MARCON et al., 1997). No presente
ensaio, os sintomas em milho foram vistos em baixa frequéncia e a
intensidade de amplificacio do RNA viral também foi baixa. Ainda,
testes de re-inoculagdo a partir de plantas de milho para trigo nao

foram bem sucedidos. Assim, a luz do que ja foi observado por outros
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autores (SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001) ¢ possivel que o hibrido
de milho utilizado ndo seja um bom hospedeiro, o que nao exclui a
possibilidade de outras cultivares serem boas multiplicadoras e
suscetivies aos isolados presentes no Brasil

Do ponto de vista epidemiologico, o fato do hibrido de
milho e a cultivar de aveia testados ndo serem bons hospedeiros ¢
importante, pois ambos sdo hospedeiros que atuam como ponte verde
para a cultura do trigo (THOMAS & HEIN, 2003; JIANG et al., 2005;
COUTTS et al., 2008b).

A variagdo observada na severidade e freqiiéncia dos
sintomas entre as cultivares de trigo e triticale testadas indica que ha
variacdo na interacdo entre virus e hospedeiro. Este fato abre a
possibilidade do uso da resisténcia genética como ferramenta de
manejo para este patossistema. Contrariamente, pode ser preocupante
que em uma populacdo viral recentemente introduzida e bastante
homogenea sejam observadas intensas reagoes diferenciais com seus
hospedeiros, pois pode indicar que pequenas mutagdes na populagado
viral também poderdao conferir habilidade de quebra rapida da

resisténcia.
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6 CONCLUSOES

Os resultados confirmaram a presenga do Wheat streak mosaic
virus (WSMV) em regides produtoras de trigo no Brasil;

A técnica de PCR ¢ mais eficiente quando comparada com os
métodos bioldgicos e soroldgicos na deteccado do WSMV em
amostras de campo.

Os isolados brasileiros sdo muito proximos entre si, pertencem ao
clado D e estdo intimamente relacionados ao isolado Argentino
Arg2 (FJ348359). Podem ter sido introduzidos a partir de um
fonte comum e/ou por migragao direta da Argentina.

Os isolados brasileiros causam mosaico no trigo (Triticum
aestivum cv. Embrapa 16, BRS Guabiju ¢ BRS Timbatva),
cevada (Hordeum vulgare), centeio (Secale cereale cv. BRS
Serrano), triticale (x Triticosecale cv. BRS Saturno e BRS
Ulisses) e milho (Zea mays) e sdo capazes de infectar a aveia
(Avena strigosa);

A reacdo diferencial das cultivares indica que ha variagdo na
interag¢do virus hospedeiro que pode ser explorada para selecao de

genotipos mais resistentes/tolerantes.
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