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Introducao

Dos virus transmitidos por Aceria tosichella Keifer, o Wheat streak mosaic virus (Tritimovirus,
Potyviridae) e o High plains virus (HPV) encontram-se distribuidos em varias regides triticolas
da Argentina (TRUOL et al., 2004; TRUOL, 2009). Naquele pais, existem condi¢des ambientais
que permitem o desenvolvimento de populagcdes do acaro que resultam em epidemias de ambos
os virus. No Brasil, A. tosichella era considerada praga quarentenaria até 2008, quando foi ofi-
cialmente relatada (PEREIRA et al., 2009). Desde entdo, monitoramentos a campo em regides
triticolas revelam que sua distribuicdo geografica tem ampliado (vide resumos anteriores sobre
0 mapeamento da distribuicdo geografica de A. tosichella no Brasil). As populacdes deste acaro
presentes no Brasil e na Argentina sdo muito similares (SKORAKA et al., 2012) o que pode indi-
car uma origem comum e/ou migragao dado a proximidade dessas regides. Assim, se ha popu-
lagdes de A. tosichella da Argentina viruliferas é plausivel supor que as populagdes brasileiras
também sejam e que com o aumento da distribuicdo do vetor no Brasil também ocorra aumento
da probabilidde de detecgao dos virus transmitidos. Neste trabalho, o monitoramento da ocorrén-
cia de virus transmitidos por A. tosichella foi conduzido concomitantemente ao processo de mo-
nitoramento da populagao vetora. As amostras oriundas dos pontos de coleta foram destinadas
além da avaliagao da presenca de A. tosichella para avaliagao da presenca de WSMV e HPV.

Material e Métodos

Nos anos de 2009, 2010 e 2011 foram consideradas na analise 959 amostras oriundas de 187
pontos georreferenciados, nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Mato
Grosso do Sul, cobrindo 99 municipios das principais regides produtoras de trigo destes estados.
Em 2012, foram analisadas 216 amostras oriundas do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul. Foram utilizados como critérios diagndsticos a presencga de sintomas de mosaico e amare-
lecimento nas plantas coletadas, testes sorologicos (DAS-ELISA), testes bioldgicos (inoculagéo
em plantas hospedeiras) e testes moleculares.

Procedimentos de coleta e processamento das amostras. Para as coletas realizadas entre 2009
e 2011, o material para ELISA (folhas e colmos) era colocado em sacos plasticos e armazenados
em caixas de isopor com gelo. O material para transplante (retirado com raizes) era colocado
em sacos plasticos e umedecido para suportar a viagem. Em laboratério, o ELISA era aplicado
diretamente a amostra de campo e, em caso de amostra positiva, 0 RNA total era extraido da
planta correspondente que havia sido transplantada visando deteccao do virus por RT-PCR.
Por motivos de suspeitas de reacdo cruzada quando da aplicacédo do teste sorologico, sobre-
tudo em gramineas nativas, adicionou-se uma etapa de inoculagdo em trigo. O trigo além de
ser uma planta hospedeira que permite a detec¢ao do virus por exibicdo de sintomas, também
garante uniformidade nos testes soroldgico (evitando o problema de se trabalhar com diferentes
hospedeiros). Infelizmente esta técnica pode ser aplicada apenas ao WSMV, que é facilmente
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transmitido por inoculagdo mecanica, mas ndo ao HPV que n&o é transmitido por este método.
Para as coletas do ano de 2012, as amostras de plantas foram colocadas em sacos plasticos e
armazenados em caixas de isopor com gelo sendo submetidas a inoculacao (deteccao biolégica)
e testes sorologicos.

Deteccéo biologica. A fim de diagnosticar a presenca de virus (WSMV) (por método biolégico)
foram inoculadas plantas de trigo da cultivar BRS Guabiju (Figura 1A). A amostra de campo foi
macerada em tampao fosfato de potassio (0,1M, pH 7,2) gelado com celite. O extrato vegetal
tamponado foi inoculado nas folhas de plantas no estadio de trés folhas expandidas, com auxilio
de um algodéo. Os sintomas foram observados de 15 a 30 dias apds a inoculagéo. Apos 30 dias
da inoculagao foi realizado DAS-ELISA. No ano de 2012, também foram realizadas inoculagoes
em Chenopodium amaranticolor que exibe reag¢des a outros virus que causam mosaico em trigo.

Deteccéo sorologica. A deteccao dos fitovirus Wheat streak mosaic virus e High plains virus em
amostras de cereais foi realizada por DAS-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utili-
zando anti-soros da Agdia (www.agdia.com). Ap0s a reacao enzimatica, a intensidade da colora-
cao foi medida em leitora de placa de ELISA (TP-Reader ), no comprimento de onda de 405 nm.

Detecgcdo molecular. A detecgao molecular foi realizada para amostras com absorbancia superior
a 1,5 vezes ao controle negativo, com sintomas tipicos de mosaico estriado e/ou presenga do
acaro ou sintomas em plantas inoculadas. A detec¢gdo molecular foi feita por meio de RT-PCR
utilizando dois pares de oligonucletotideos. Um par de oligonucleotideos pareia no gene da capa
protéica e outro no gene VPg-NIA. Os detalhes dos métodos moleculares empregados e testes
de marcadores estao descritos em Mar et al. (2013).

Resultados e Discussao

As amostras analisadas entre 2009 e 2011 resultaram no relato da ocorréncia do WSMV no
Brasil (MAR et al., 2013). Das 959 amostras coletadas nesse periodo, 450 foram inoculadas em
trigo. Destas apenas duas reproduziram sintomas de mosaico estriado nas plantas inoculadas
(Figura 1B). Estas amostras eram oriundas de plantas de casa de vegetacdo com fortes sinto-
mas de mosaico estriado e com altas populagdes do acaro A. tosichella. A partir de amostras
de campo nao foi possivel reproduzir sintomas nas plantas de trigo inoculadas. A infecgao por
WSMV nas plantas de trigo sintomaticas foi confirmada por DAS-ELISA. RNA total foi extraido de
120 plantas com sintomas de mosaico. Por meio de RT-PCR foi possivel detectar a presencga de
WSMV em 9 amostras (Tabela 1). Nao foi possivel amplificar HPV em nenhuma amostra. Apesar
de por meio de RT-PCR ter sido obtida amplificacdo positiva para WSMV em 9 amostras, resul-
tados positivos de deteccao bioldgica por meio de inoculagédo vegetal tamponado (reproducao
dos sintomas) seguido de confirmagéao por sorologia so6 foi possivel para duas amostras. Ocorre
que das 9 amostras cinco (485, 486, 912, 915, 1256) sao oriundas de casa de vegetacao, nas
quais surtos de Aceria tosichella, com populagdes elevadas do acaro, vem ocorrendo desde
2006. Para estas plantas obtem-se consistentemente bandas “intensas” na RT-PCR. Para as
amostras de campo, o DAS — ELISA efetuado diretamente das plantas coletadas foi negativo ou
duvidoso (com sinal pouco superior ao controle negativo), a inoculagao nas plantas hospedeiras
n&o reproduziu sintomas e as bandas na RT-PCR foram de fraca intensidade. E possivel, para as
plantas coletadas a campo, que o titulo viral esteja abaixo do limiar para detec¢ao por sorologia
e para a transmissdo mecanica, mas suficiente para ser detectado por RT-PCR. Das amostras
de campo com detec¢cdo de WSMV, apenas no ponto de Séo Luiz Gonzaga (amostra 1233) foi
encontrado concomitantemente a presenca de espécimes de A. tosichella. No entanto, os pontos
RT-PCR positivos estao dentro da circunscricdo da ocorréncia de A. tosichella no Brasil.



Outro ponto importante a ser considerado na interpretacao dos resultados é que embora o nime-
ro de plantas hospedeiras com sintomas de mosaico seja elevado (sobretudo trigo), outros virus
causam sintomas similares. Em trigo, principalmente, € comum no sul do Brasil mosaico causado
por virus trasmitidos por Polymyxa graminis (CAETANO, 1982).

HPV nao foi detectado em nenhuma amostra analisada, porém no caso especifico deste virus o
maior peso das analises recai sobre o teste sorolégico. O teste bioldgico ndo é aplicavel e para
a RT-PCR nao havia disponibilidade de um controle positivo.

Para o ano de 2012, mesmo nos pontos como correncia de A. tosichella (vide resumos anterio-
res sobre 0 mapeamento da distribuicao geografica de A. tosichella no Brasil) nao foi detectado
WSMV ou HPV em campo.

Considerando o total de amostras analisadas, e que os métodos soroldgicos biolégicos e mole-
culares sempre foram capazes de detectar WSMV quando de surtos em casa de vegetacao, é
razoavel supor que a dificuldade para deteccdo de WSMV nos campo do Brasil se deve a sua
baixa ocorréncia, hipétese sustentada pelos dados da populacao do vetor (que igualmente se
mantém em baixos niveis).

O numero de plantas hospedeiras coletadas com sintomas de mosaico foi elevado (sobretudo
trigo), indicando a necessidade de aprimorar diagndstico para outros virus.

HPV nao foi detectado em nenhuma amostra analisada, porém no caso especifico deste virus o
maior peso das analises recaiu sobre o teste soroldgico. O teste biolégico ndo é aplicavel e para
a RT-PCR somente recentemente foi demonstrada a eficacia de deteccgao.
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Figura 1. Deteccdo de WSMV por meio de inoculagdo em plantas de trigo. A - Visao geral de um
ensaio. B - Plantas com sintomas de infec¢cao por WSMV (direita) em relagéo a plantas controle
(esquerda). Detalhes dos sintomas no quadro pequeno.
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