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Introducao

O Wheat streak mosaic virus (NWSMV - Potyviridae, Tritimovirus), transmitido pelo acaro Aceria
tosichella Keifer (Acaria: Eriophyidae), € considerado um dos virus de maior importancia
econdmica nas regides de cultivo de trigo no mundo (NAVIA et al., 2013). Na América do Sul, o
virus foi detectado em 2002 na Argentina (TRUOL et al., 2004), onde posteriormente a presenca
do vetor foi confirmada (NAVIA et al., 2006). No Brasil, A. tosichella foi observado na regido norte
e noroeste do Rio Grande do Sul (NAVIA et al., 2013) e nos municipios de Passo Fundo e Sao
Luiz Gonzaga plantas de trigo com sintomas da virose tiveram o agente etioldgico identificado
como WSMV através de sequencias dos genes da capa proteica e VPg-Nia (MAR et al., 2013).
O objetivo deste trabalho € descrever a caracterizagao sob os aspectos bioldgico e molecular da
populagdo de WSMV nessas regides.

Material e Métodos

A caracterizacdo molecular dos isolados brasileiros foi realizada para seis sequencias de
nucleotideos do gene da capa proteica e trés sequencias parciais da regido VPg-Nia depositadas
no GeneBank. As sequencias dos isolados brasileiros foram comparadas com 13 isolados de
WSMV disponiveis no GeneBank utilizando Oat necrotic mottle virus (ONMV - AY377938) como
grupo externo. Um alinhamento para cada regido sequenciada foi utilizado para a constru¢ao de
uma arvore filogenética, pelo método de analise Neighbor-joining, gerada no MEGA com 1000
bootstraps. A caracterizacgao biolodgica consistiu no estudo da gama de hospedeiro utilizando dois
isolados (915 e 1256) inoculados via extrato vegetal tamponado (tampao fosfato de potassio
0,2M, pH 7) em quatro plantas de cada hospedeiro:Chenopodium amaranticolor Coste and Reyn,
Nicotiana tabacum L., aveia (Avena strigosa Schreb.), cevada (Hordeum vulgare L.), milho (Zea
maysL.), centeio (Secale cereale L. cv. BRS Serrano) trés cultivares de trigo ( Triticum aestivum L.)
Embrapa 16, BRS Guabiju e BRS Timbauva, e dois triticales (x Triticosecale Witt.) BRS Saturno
e BRS Ulisses. As plantas foram mantidas em casa de vegetagao, os sintomas sistémicos foram
avaliados e 20 dai realizou-se RT-PCR (MAR et al., 2013) para confirmar a presenca do virus.
Também foi testada a reinoculacao a partir de plantas inoculadas com o isolado 915 (exceto
Nicotiana tabacum) para trigo (indicadora cv. Guabiju). A confirmacéo da infecgao foi realizada
por RT-PCR.

Resultados e Discussao
Todos os isolados brasileiros, independentemente da regido sequenciada ou localidade da co-

leta, apresentam 99 — 100% de identidade entre si e 99% de similaridade com o isolado Arg2
(FJ348359) da Argentina (Figura 1), onde a presenca do WSMYV foi relatada recentemente



(TRUOL et al., 2004). Assim como os isolados argentinos os isolados brasileiros agrupam-se no
Clado D, possivelmente o virus foi introduzido no Brasil a partir de uma fonte comum (semente)
e/ou por migracao direta (através do vetor) da Argentina. Os isolados brasileiros testados na ca-
racterizagao bioldgica foram capazes de infectar trigo, cevada, aveia, centeio, triticale e milho e
nenhuma eudicotiledénea (Tabela 1), a infec¢ao foi confirmada por RT-PCR (Figura 2).Todos os
hospedeiros infectados exibiram sintomas quando inoculados com pelo menos um dos isolados,
exceto aveia. Os sintomas de mosaico induzidos pelo isolado 915 foram mais visiveis, as es-
trias longitudinais apresentaram-se numa coloragdo mais intensa, em maior numero e cobrindo
uma porgao maior das folhas comparando com o isolado 1256. Em trigo e triticale os sintomas
apresentaram-se mais precocemente e em maior frequéncia (6-8 dai). Todas as plantas de trigo
infectadas exibiram pequenas lesdes clordticas nas folhas mais jovens evoluindo para estrias
amarelas paralelas as nervuras das folhas que posteriormente fundiram-se formando um pa-
drao de estrias verde e amarelas em linhas descontinuas tipico de mosaico. O mosaico foi mais
intenso na cv. Guabiju do que na cv. Embrapa 16 e cv. BRS Timbauva respectivamente, indi-
cando diferenga na resposta a infec¢ao entre essas cultivares (Figura 3 A, B e C). Em cevada e
centeio observou-se um padrdo de mosaico semelhante ao trigo, porem mais suave, expresso
em poucas estrias de menor tamanho e distribuidas em poucas folhas (Figura 3E e F). Apenas
duas plantas de milho exibiram sintomas de estrias brancas paralelas as nervuras das folhas
em padrao de mosaico (Figura 3D), nessas plantas a infec¢ao foi confirmada por RT-PCR, mas
nao foi possivel retransmitir o isolado via extrato vegetal para a indicadora (Figura 2). E possivel,
como ja observado por Sanchez-Sanchez et al. (2001), que o hibrido de milho utilizado nao seja
um bom hospedeiro. Sintomas necroticos ja foram descritos em aveia (SANCHEZ-SANCHEZ et
al., 2001), embora a aveia tenha se mostrado assintomatica foi possivel detectar RNA viral na
planta inoculada e retransmitir via extrato vegetal para a indicadora (Figura 2). Sintomas necroti-
cos foram observados apenas em triticale cv. BRS Ulisses quando inoculada com o isolado 915
(Figura 3H), as lesdes apresentaram-se alongadas e circundadas por um bordo amarelo com
halo interior e exterior cor de palha, distribuindo-se uniformemente por todas as folhas. A cv. BRS
Saturno apresentou padrao de mosaico mosqueado (Figura 3G) em 44% das plantas em meédia,
contrastando com 95,8 — 100% das plantas de BRS Ulisses inoculadas expressando mosaico
ou sintomas necroticos. A variagdo observada na severidade e freqiiéncia dos sintomas entre as
cultivares de trigo e triticale testadas indica que ha variagdo na interagédo entre virus e hospe-
deiro. Esta variacao pode ser utilizada para a selegdo de gendtipos mais resistentes/tolerantes.
Entretanto a populacéo viral recentemente introduzida que se mostrou homogénea no estudo
molecular induziu intensas reagdes diferenciais em um mesmo hospedeiro, indicando que pe-
quenas mutagdes na populagao viral também poderdo conferir habilidade de quebra rapida da
resisténcia.
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Figura 1. Arvore filogenética construida para a sequéncia de 828 nucleotideos correspondente
ao gene da capa proteica de WSMV utilizando método “neighbor-joining” baseada em 1000
boostrap e enraizada com a sequéncia de Oat necrotic mottle virus (ONMV) como grupo externo.
Comprimento dos ramos proporcional a distdncia genética, comprimento da barra de escala
corresponde a distancia genética de 0,02. Sao isolados brasileiros: 486, 912, 915 e 1256
coletados em casa de vegetacao e 1233 coletado no municipio de Sao Luiz Gonzaga e 1254 em
Passo Fundo.
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Tabela 1.Tipo e frequéncia de sintomas em hospedeiros inoculados com dois isolados
brasileiros de WSMV

Espécies testadas 915 1256

sint freq % sint freq %
Chenopodium amaranticolor - 0/4 0 - 0/4 0
Nicotiana tabacum - 0/4 0 - 0/4 0
Avena strigosa - 0/20 0 - 0/20 0
Hordeum vulgare M 8/20 40 M 10/21 47,6
Zea mays M 214 14,3 - 0/12 0
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 47,4
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 95,8

M = mosaico; LN = lesao necrdtica.

1Kb | Che Nic Ave Cev Mil E16 Gua Tim Cen Sat Uli

1Kb Che T- Ave Cev Mil E16 Gua Tim Cen Sat Uli

Figura 2. Fragmentos de 948 pb correspondente
ao gene da capa proteica de WSMV
amplificados (A) a partir de plantas hospedeiras
inoculadas com o isolado 915 e (B) indicadora
(trigo cv. BRS Guabiju) reinoculada com extrato
vegetal das hospedeiras. Che — Chenopodium
amaranticolor, Nic — Nicotiana tabacum, Ave —
aveia, Cev — cevada, Mil — milho, E16 — trigo cv.
Embrapa 16, Gua — trigo cv. BRS Guabiju, Tim
— trigo cv. BRS Timbauva, Cen — centeio,Sat
— triticale cv. BRS Saturno, Uli — triticale BRS
Ulisses, T- — trigo nao infectado.
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Figura 3. Sintomas sistémicos causados pelo isolado 915 de WSMV em Triticum aestivum cv.
BRS Guabiju (A), Embrapa 16 (B) e BRS Timbauva (C), Zea mays (D), Secale cereale cv. BRS
Serrano (E), Hordeum vulgare (F), x Triticosecale cv. BRS Saturno (G) e BRS Ulisses (H).




