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Sintomas similares ao da virose da espiga branca foram relatados no Brasil
desde 1948 na regido de Pelotas no Rio Grande do Sul (DESLANDES, 1949). A
identificacdo do agente etiol6gico e ocorréncia em outros estados brasileiros, foram
reportados nos anos 1970, sendo observada sua ocorréncia em areas triticolas do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul e no Distrito Federal (CAETANO; KITAJIMA; COSTA, 1970; CAETANO, 1982).

Os sintomas da doenca consistem na redugcdo da estatura da planta,
amarelecimento péalido em faixas nas folhas de trigo, estrias clordticas e mosaico
estriado, podendo causar morte da planta antes do perfilhamento. As espigas das
plantas afetadas sdo parcialmente e/ou inteiramente de coloracdo amarelo-palido,
apresentando em alguns casos malformacéo nas aristas, sem graos e, por vezes,
torcidas anormalmente para baixo (CAETANO; KITAJIMA; COSTA, 1970).

Ao examinar tecidos de folhas sintomaticas, com auxilio de microscopia
convencional e eletrbnica, sdo observadas inclusdes intracelulares de aspecto fibroso
e enovelado, que se localizam no citoplasma e sao formadas por uma massa de
particulas filamentosas. Ocorrem alteracdes celulares, como hipertrofia do nucléolo,
degeneracdo dos cloroplastos e vesicularizacdo do reticulo endoplasméatico
(KITAJIMA; CAETANO; COSTA, 1971). Trabalhos realizados na década de 1970
associaram o0s sintomas dessa doenga a particulas virais compativeis com o género
Tenuivirus (CAETANO; KITAJIMA; COSTA, 1970). Atualmente, 0s virus pertencentes
a esse género sdo: echinochloa hoja blanca virus (EHBV), iranian wheat stripe virus
(IWSV), maize stripe virus (MSpV), melon chlorotic spot virus (MeCSV), rice grassy
stunt virus (RGSV), rice hoja blanca virus (RHBV), urochloa hoja blanca virus (UHBV),
rice stripe virus (RSV) e european wheat striate mosaic virus (EWSMV) (ICTV, 2021).
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A transmissdo de espécies virais do género Tenuivirus ocorre por cigarrinhas
de maneira persistente propagativa. Em estudo realizado por Costa et al. (1973) com
0 virus da espiga branca em plantas de trigo, a espécie Sogatella kolophon (Kirkaldy,
1907) apresentou capacidade de transmissao. Atualmente, o0s sintomas
caracteristicos dessa virose podem ser observados esporadicamente em lavouras de
trigo da regido Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil (principalmente no Estado do
Parana). O virus da espiga branca ainda ndo foi aprovado como espécie definitiva
pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV), existindo pouca informacé&o sobre esse virus no Brasil.

O objetivo desse estudo foi caracterizar molecularmente a espécie viral
associada a plantas de trigo apresentando sintomas da virose da espiga branca
utilizando o sequenciamento de nova geracado (Next Generation Sequencing - NGS).
Em 2018, amostra composta de folhas e colmos de trigo sintomaticos das cultivares
[TBIO Sinuelo, TBIO Itaipu e BRS Reponte (Figura 1)] foi coletada no municipio de
Ponta Grossa no estado do Parand, Brasil (25°00'50"S; 50°09'07"W; 886 m altitude).

Figura 1. Sintomas tipicos da virose da espiga branca em trés cultivares de trigo (Triticum aestivum)
coletadas em Ponta Grossa no estado do Parana em 2018.

A, B, C — Cultivares de trigo TBIO Sinuelo, TBIO Itaipu e BRS Reponte respectivamente. Fonte: Douglas
Lau, 2018.

A amostra composta foi armazenada em ultrafreezer (-80°C) para posterior
extracdo de RNA de fita dupla (dsRNA), conforme descrito por Valverde et al. (1990),
com algumas modificagbes. A quantidade total de dsRNA extraido foi de 15,3
microgramas. A partir do dsRNA foi gerada a biblioteca de DNA complementar (CDNA)
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utilizando o Kit de Preparacédo de Amostras de RNA Total TruSeq Stranded (lllumina,
EUA). A qualidade da biblioteca foi verificada com o software FastQC e as leituras e
adaptadores de baixa qualidade foram removidos pelo Trimmomatic (Bolger et al.,
2014). A biblioteca foi sequenciada na plataforma lllumina X ten utilizando “paired end
150 bp sequencing”. A biblioteca e o sequenciamento foram realizados por Proteimax
Biotecnologia Ltda (Séo Paulo, SP).

As leituras (reads) foram inicialmente analisadas com o auxilio do software
Trinity (Haas et al., 2013) para montagem de RNASeq. Os contigs resultantes foram
analisados quanto a similaridade com sequéncias depositadas em bancos de dados
publicos, buscando identificar sequéncias similares a genomas virais. As sequéncias
homélogas a por¢cées do genoma do trigo e outros cereais, apdés 0 mapeamento no
genoma do trigo (Ensembl Plants, http://plants.ensembl.org/Triticum_aestivum/Info/
Index) com auxilio do software BWA (Li; Durbin, 2009), foram eliminadas. Os contigs
restantes foram subsequentemente comparados com sequéncias depositadas nos
bancos de dados NCBI usando-se as ferramentas de pesquisa BLASTn e BLASTX
com parametros padroes.

Foram gerados cerca de 55 milhdes de reads para a amostra analisada. Apés
analise dos dados, foram identificados 39 contigs com similaridade a sequéncias de
virus. A partir desses contigs, uma sequéncia quase completa do genoma viral foi
montada.

O genoma viral apresenta material genético com acido ribonucleico (RNA) de
fita simples, sentido negativo, apresentando cinco segmentos. O RNA1 apresenta
(8959 nt), RNA2 (3602 nt), RNA3 (2257 nt), RNA4 (1864 nt) e RNA5 (1447 nt). O
genoma apresenta oito Open Reading Frames (ORFs), sendo que o RNAL, de
polaridade negativa, apresenta 0 maior segmento do genoma, codificando uma
proteina que contém o dominio de RNA polimerase dependente de RNA (RdRP) de
336 kilodalton (kDa). O RNA2, RNA3 e RNA4 sao ambisenso, ou seja, codificam
proteina na sequéncia no sentido viral (5’-3’) e no sentido viral complementar (3’-5’),
0 RNAS de polaridade negativa codifica uma proteina com 40 kDa.

Em analises preliminares, o genoma viral apresentou maior identidade com
sequéncias de virus relatado na cultura do trigo e arroz. Serdao desenhados iniciadores
especificos para a validacdo de que o genoma viral montado esta presente nas

amostras originais. Desta forma, sera determinado o agente etioldgico da virose da
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espiga branca no Brasil e poderdo ser disponibilizadas novas ferramentas de

diagnéstico molecular, favorecendo estudos desse patossistema.
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