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estd ligada ao solo, ocorre em varias regides produ-

* toras domundo. No Brasil, se da principalmente no
Rio Grande doSul,em Santa Catarina e no Sul do Parand. Estudos
de caracterizagdo de cultivares de trigo, indicadas para a regidgo
onde predomina essa virose, revelam que, em areas afetadas, a
redugdo do potencial produtivo das cultivares suscetiveis esta ao
redor de 50%. Embora ndo devidamente quantificada, ha uma
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percepcao de aumento de dreas com mosaico e, consequente-

rabilidade das cultivares, tem sido questionado se as praticas
atuais nos sistemas de produgdo com uso de cereais de inverno
tém levado ao aumento da incidéncia de mosaico-comum. E
possivel que a compactagdo do solo, associada ao plantio direto
em sistema de sucessdo trigo-soja, contribua para a expansado de
areas com danos a produtividade devido a essa virose.

No Brasil, a observacdo de sintomas de mosaico em trigo
tem mais de 40 anos. Conforme relatado por Caetano e colabo-
radores em 1978, em estudo pioneiro que descreve a etiologia
da doenca no Brasil: “A preocupacdo dos triticultores com uma
doenca representada por sintomas de mosaico nas folhas e cuja
disseminacdo estaria associada ao solo, data dos fins dos anos
60”. No final da década de 1970, a distribuicdo da doenca ja era
considerada generalizada nos trigais do Rio Grande do Sul. Aquela
época, os pesquisadores, utilizando as tecnologias disponiveis,
concluiram que a disseminagdo natural pelo solo, associada ao
“fungo ndo verdadeiro” Polymyxa graminis Led, a transmissdo
mecanica, as propriedades fisicas in vitro do agente etiolégico,
bem como a morfologia de particulas virais em forma de bastone-
tes associadas a infeccdo e a ultraestrutura dos tecidos afetados,
sugeria que esta anomalia era causada pelo virus do mosaico do
trigo, transmitido pelo solo (Soil-borne wheat mosaic virus - Fu-
rovirus) e descrito em lllinois e Indiana nos Estados Unidos em
1923 por McKinney. Além desse virus, também se citou, poste-
riormente, o Wheat Spindle Streak Mosaic Virus (WSSMV), outro
virus transmitido por P. graminis e, possivelmente, associado aos
sintomas de mosaico em trigo no Brasil.

Ao longo destes 40 anos de histdria, com o surgimento de
tecnologias mais precisas para a identificagdo de virus, como os
testes soroldgicos e moleculares, foram realizadas varias tenta-
tivas de implementa-las para melhorar o diagndstico da doenca
no Brasil e para desenvolver conhecimento sobre o virus e sua
interagdo com a planta. Porém, de forma intrigante, todas as ten-
tativas de deteccdo baseadas na pressuposicdo de que SBWMV
ou WSSMV seriam os agentes causais da doenga em trigo no
Brasil se mostraram sem sucesso.

A interagdo virus-planta também alimentava o enigma. Em-
bora no Brasil seja feita caracterizagdo de cultivares, selecdo de
gendtipos resistentes em campos com mosaico e estudos gené-
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ticos de heranca da resisténcia e herdabi-
lidade, como o caso da cultivar brasileira
de trigo Embrapa 16 (descrita como re-
sistente ao SBWMV), afalta de ferramen-
tas de diagndstico preciso (antissoros e
sequéncias virais para detecgdo molecu-
lar) dificultava o entendimento dos me-
canismos de resisténcia. Testes recentes
no Brasil, com a cultivar americana Karl
92 (que contém um QTL de maior efei-
to para resisténcia ao SBWMYV, no braco
longo do cromossomo 5D), demonstra-
ram ser esta cultivar suscetivel ao virus
do mosaico-comum no Brasil. Reacdo
contraditéria também foi observada para
outras cultivares tidas como resistentes
ao SBWMV e/ou WSSMV. Estes fatos, as-
sociados a informacdes discrepantes de
reacdo de cultivares entre locais e anos
de cultivo, reforcavam a necessidade de
se obter informacgdes precisas sobre a
identidade e a variabilidade da popula-
¢do viral associada ao mosaico-comum
no Brasil. Uma das hipdteses era de que
mesmo pertencendo as espécies de virus
descritas, a populagdo viral no Brasil era
tdo divergente que interagia de forma
distinta com as fontes de resisténcia, e
ndo reagia com os antissoros e “primers”
produzidos a partir de isolados virais de
outras regides. Outra hipdtese era de que
outra espécie de virus estava associada
a0 mosaico do trigo. Entre o conjunto de
espécies candidatadas estavam mais de
20 espécies de virus pertencentes a cinco

géneros, Benyvirus, Furovirus, Pecluvirus,
Pomovirus e Bymovirus, que sdo conheci-
das por serem transmitidas por plasmo-
diophoromycetos, como P. graminis, para
diversas culturas.

A partir dos anos 2000, novas tecno-
logias de sequenciamento, denominadas
de tecnologias de sequenciamento de
nova geracao (Next Generation Sequen-
cing ou NGS), comegaram a ser utilizadas
comercialmente e evoluiram rapidamen-
te. Todas essas tecnologias promovem o
sequenciamento de DNA em platafor-
mas capazes de gerar informagdo sobre
milhdes de pares de bases em um Unico
procedimento. Assim, genomas peque-
nos, como os de bactérias e de alguns
eucariotos, podem ser montados com
facilidade. A caracterizagdo molecular de
diferentes espécies virais tem se tornado
mais acessivel com o sequenciamento de
nova geracdo, permitindo o desenvolvi-
mento de ferramentas especificas e segu-
ras para o diagnostico de tais virus. O fato
de realizar sequenciamento de maneira
ndo direcionada permite explorar toda a
gama de virus que possa estar associada
a uma patologia.

Assim foi descoberto o Wheat Stripe

Mosaic Virus (WhSMV). Primeiramente, foram
coletadas amostras de oito cultivares de trigo
com sintomas tipicos de mosaico-comum. A
area onde essas plantas foram coletadas tem
longo histérico da doenca. Nas raizes das plan-
tas com mosaico frequentemente se encontra
o vetor P graminis, e a analise ao microscopio
eletrénico revelou a presenca de particulasem
forma de bastonete rigido. Até entdo, todos os
descritores estavam coerentes com a presenga
de um furovirus como o SBWMV. Além disso,
o extrato obtido dessas plantas quando ino-
culado em Chenopodium amaranticolor (uma
planta indicadora de virus) produz reacdes lo-
cais, 0 que é esperado para um furovirus como
o SBWMV. Na busca pelo material genético
viral, das plantas coletadas, foi extraido o aci-
do ribonucleico (RNA). O genoma da grande
maioria dos virus de planta é constituido de
RNA (diferentemente de bactérias e organis-
mos eucariotos como o ser humano, cujo ge-
noma € de DNA — acido desoxirribonucleico).
Na célula das plantas hospedeiras onde os
virus se multiplicam, existem vdrios tipos de
RNA. Nessa pesquisa foi utilizado um método
para extracdo de RNA total (todos os tipos de
RNA) seguido de uma etapa que enriqueceu a
amostra para RNA de dupla fita (double stran-
ded RNA- dsRNA). Como os virus em sua fase
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Representacdo diagramatica do genoma e das estratégias de tradugdo das regides codificadoras do WhSMV.
O dirculo preto representa a estrutura de CAP na extremidade 5" e A(n) da cauda poliadenilada na extre-
midade 3'. Replicase, CP e RTD estdo associadas a replicacdo, formacdo da capa proteica e transmisséo,
respectivamente. A partir dos RNAs subgendmicos podem ser produzidas as trés proteinas associadas ao
movimento (TGB 1, 2 e 3) e a proteina hipotética (sem fun¢do conhecida) (Adaptado de Valente et al, 2019)
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replicativa na célula hospedeira utilizam seu
proprio RNA como molde, ocorre a formagao
de RNA duplafita, assim, o enriguecimento da
amostra para dsRNA amplia as chances de se
encontrar sequéncias génicas virais. Apos anali-
se de qualidade e quantidade do RNA extraido,
o0 mesmo foi submetido ao sequenciamento.
Primeiramente, o RNA foi convertido em DNA
para constituir uma “biblioteca” de fragmentos
a serem sequenciados. De cada uma das amos-
tras que foram sequenciadas, foram geradas
aproximadamente 30 milhdes de pequenas
seguéncias de 100 pares de bases. A etapa se-
guinte foi a andlise de bioinformatica. Analises
de bioinformatica sdo usadas para juntar (por
complementariedade) esses fragmentos, per-
mitindo a montagem do genoma viral.

O genoma obtido foi entdo comparado com
genomas virais disponiveis em bancos interna-
cionais de sequéncias (bancos que redinem as
sequéncias nucleotidicas obtidas por laboraté-
rios de todo o mundo, ou seja, nesse caso que
contém as sequéncias dos virus atualmente
conhecidos pela comunidade cientifica). Essa
comparagao revelou que aidentidade de sequ-
éncias de nucleotideos com virus relacionados
ja conhecidos é de, aproximadamente, 50%.
Ouseja, o virus encontrado nasamostras € uma
nova espécie até entdo desconhecida. Esse
virus tem dois RNAs gendmicos e suas sequ-
éncias e organizacdo gendmica indicaram que
o virus se enquadra em um grupo distinto do
gue era hipotetizado originalmente. Ao invés
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de um furovirus, o virus do mosaico do
trigo se assemelha mais aos membros da
familia Benyviridae. Atualmente, apenas
0 género Benyvirus compde essa familia,
na qual, Beet Necrotic Yellow Vein Virus
(BNYVV) é a espécie tipo. Nesse género
também estdo classificados Beet Soil-Bor-
ne Mosaic Virus (BSBMV), Burdock Mot-
tle Virus (BAMV) e Rice Stripe Necrosis
Virus (RSNV). BNYVV e BSBMV sdo encon-
trados naturalmente infectando espécies
de plantas da familia Amaranthaceae,
especialmente Beta Vulgaris. BNYVV é
responsavel por causar a doenga conhe-
cida como rizomania, uma das doencas
de maior importancia econémica na cul-
tura da beterraba agucareira no mundo,
enquanto BSBMV causa o mosaico da
beterraba e é restrito a algumas regides
dos Estados Unidos. O RSNV ocorre na
Africa e nas américas do Sul e Central, in-
fectando poéceas, originalmente o arroz.
BdMV foi descrito no Japao, infectando
uma espécie de bardana comestivel. No
Brasil, os benyvirus BNYVV e RSNV foram
reportados recentemente.

Para confirmar que o mosaico do
trigo estad associado ao WhSMV, foram
desenhados primers, pequenas sequ-
éncias de nucleotideos que se ligam
especificamente a sequéncias comple-
mentares. Por meio da reagdo em cadeia
da polimerase (conhecida como PCR), é
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possivel amplificar fragmentos que cor-
respondem a regides do genoma do alvo
para os quais se desenharam os primers.
Usando essa estratégia foi possivel de-
monstrar que o WhSMV estd presente
em amostras de trigo com sintomas de
mosaico-comum coletadas em regides
do Rio Grande do Sul e Parana. Estes re-
sultados ndo excluem a possibilidade de
gue outros virus estejam associados aos
sintomas de mosaico em trigo no Brasil.
No entanto, WhSMV tem sido consisten-
temente encontrado nas amostras com
sintomas tipicos dessa patologia.

Novos estudos ainda serdo neces-
sarios para esclarecer duvidas sobre a
origem do novo virus, sua distribuicdo
geogréfica, sua variabilidade genética e
como afeta a resisténcia das plantas. Fato
curioso é que a histéria do virus do mo-
saico do trigo no Brasil se assemelha, em
parte, a historia do Rice Stripe Necrosis
Virus (RSNV). Esse virus foi descrito em
arroz (Oryza sativa) em 1977, na Costa do
Marfim (Oeste da Africa). No continente
americano foi relatado primeiramente na
Colémbia, depois no Equador, Panamé e
Brasil e, mais recentemente, na Argenti-
na. RSNV também é transmitido por P.
graminis e tem particulas na forma de
bastonete rigido, e achava-se que eraum
Furovirus. Porém, o sequenciamento do
seu genoma evidenciou que se trata de
um Benyvirus. Teriam o WhSMV e RSNV
alguma histdria evolutiva em comum?

ETAPAS FUTURAS

A identificacdo correta dos virus é
essencial para apoiar os programas de
melhoramento genético do trigo e a
recomendacdo de medidas eficazes de
manejo. Por ser uma doenca de dificil
controle, a resisténcia genética ao mosai-
codotrigotemsido a principal estratégia
utilizada, desta forma esta doenca é um
dos principais focos dos programas de
melhoramento de trigo no Brasil. Sem o
conhecimento do agente causal, gasta-
vam-se muito tempo e espaco tentando
achar locais apropriados para sele¢do de
materiais através da fenotipagem das li-
nhagens, uma vez que o uso de marca-
dores moleculares definidos no exterior
apresenta resultados inconsistentes.
Com a descoberta deste novo virus sera
possivel mapear os genes de resisténcia
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Matriz representando o percentual de identidade dos isolados de WhSMV em relagdo a outros virus da familia Benyviridae para RNA 1, RNA 2 e todas as regioes
codificadoras (Open Reading Frames - ORFs), exceto a ORF 6. Fonte: extraido de Plant Pathology (Valente et al, 2019)
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e desenvolver marcadores moleculares confidveis para auxiliar
na selecdo de gendtipos resistentes. Com isso, os programas de
melhoramento genético ganham eficiéncia e agilidade, e os pro-
dutores mais seguranca para o cultivo do trigo nas regides onde
esta doenca ocorre.

REDE DE PESQUISA

MOSAICO-COMUM DO TRIGO

Alidentificagdo de uma nova espécie viral associada ao mosaico
do trigo é o primeiro resultado divulgado pelo projeto “Andlise da
populagdo viral e estratégias de manejo para o0 mosaico comum
em trigo no Brasil”. Além de identificar com maior precisdo os di-
ferentes virus que causam o mosaico do trigo, o projeto também
avalia a eficiéncia de estratégias genéticas, quimicas e culturais
no controle da doenca.

O projeto foi estruturado de forma multi-institucional, com-
binando universidades e empresas de pesquisa publicas e pri-
vadas. Etapas do sequenciamento e andlise da variabilidade da
populacdo viral estdo sendo realizadas na Universidade do Estado
de Santa Catarina (Udesc), com apoio da Embrapa Uva e Vinho
e da Embrapa Informética Agropecuaria. A caracterizacdo feno-
tipica, a analise da populagdo viral e a avaliagdo das praticas de
manejo estdo sendo executadas em rede de ensaios de campo
nas regioes triticolas do Sul do Brasil e conduzidas pela Biotrigo
Genética, CCGL Tecnologia, Embrapa Trigo, Fundacdo ABC e OR
Melhoramento de Sementes. No total, serdo quatro anos de

pesquisa, com experimentos em sete municipios do Rio Grande
do Sul e do Parana. Como resultados, objetiva-se determinar a
variabilidade genética da populacdo viral e a eficiéncia de estra-
tégias genéticas, quimicas e culturais para o adequado manejo
do mosaico-comum do trigo. [@
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