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Apresentacao

Esta obra contém os trabalhos apresentados no workshop “Cooperagao Internacional
Embrapa/INTA” desenvolvido no ambito dos projetos: “Projeto SEG: 03.11.22.005.00.00
- Monitoramento e diagnose do complexo Aceria tosichella e virus transmitidos (Wheat
streak mosaic virus, High plains virus, Triticum mosaic virus) — contribuic&o brasileira para
a compreensao e manejo de um patossistema em expansao na América do Sul” e sua
contrapartida na Argentina “Monitoreo y diagndstico del complejo Aceria tosichella Keifer
| Wheat streak mosaic virus (NSMV) y High plains virus (HPV), contribucion argentina
para la comprensién y manejo de un patosistema en expansion en Sud América”. O
evento foi realizado na Embrapa Trigo em Passo Fundo, RS nos dias 17 e 18 de setembro
de 2013. A coordenacédo dos projetos ocorre no Brasil pela Embrapa Trigo e na Argentina
pelo INTA — IPAVE.
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Resumo 1

El complejo Aceria tosichella Keifer Wheat streak mosaic virus (WSMV)
y High Plains virus (HPV), situacion en Argentina

Vanina Alemandri’, Maria Fernanda Mattio’, Analia Dumén’, Evangelina Argliello Caro’, Paola
M. Loépez Lambertini', Carlos Bainotti?, Beatriz Formica?, Sandra Mdénica Rodriguez? e Graciela
Truol?

'Instituto de Patologia Vegetal - Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (IPAVE-
INTA). Camino 60 cuadras Km. 5 %2 (X5020ICA), Cérdoba, Argentina. 2Estacién Experimental
Agropecuaria (EEA) Marcos Juarez. INTA. Ruta 12, Km 2, (2580) Marcos Juarez, Cérdoba,
Argentina.

El cultivo de trigo en la actualidad es el cereal de invierno de mayor importancia econdomica
en el pais, tanto por la superficie sembrada, 3,8 millones de ha, (LABOURT, 2013) como por
la produccion de granos (13,87 millones de toneladas). La produccion de trigo es afectada por
diferentes factores limitantes, tanto abidticos como bidticos. Entre los primeros revisten gran
importancia el déficit hidrico y nutricional, y temperaturas extremas en estados criticos del
cultivo. Entre los biodticos se destacan las enfermedades flingicas y virales. Entre ellas, Wheat
streak mosaic virus (NSMV) y High Plains virus (HPV) afectan el cultivo de trigo y usualmente
se encuentran en infecciones mixtas, ya que ambas son transmitidos por Aceria tosichella Keifer
(Wheat curl mite, WCM), el cual produce el enrollamiento de la hoja de trigo. En Argentina se han
detectado ambos virus y su vector. Hasta el momento la presencia de WSMV se ha reportado
en 8 provincias argentinas. Ademas de trigo, este virus se ha detectado en otras gramineas
cultivadas o espontaneas en Argentina, tales como Avena sativa L., Hordeum vulgare L., Zea
mays L., Setaria italica (L.) Beauv., Digitaria sanguinalis L., Echinochloa crusgalli L., Panicum
sp, Brachiaria sp., Grama sp, Cynodon dactilon L. y Sorghum halepense L. En el afio 2006 se
identificé por primera vez en el pais el High Plains virus (HPV), actualmente conocido como
Wheat mosaic virus (WMoV) en Corral de Bustos (Cérdoba) y posteriormente en la provincia de
Bs. As. Es frecuente encontrar ambas virosis en infecciones mixtas, ya que A. tosichella puede
transmitir ambos virus produciendo un dano mas severo. El objetivo general del proyecto es
conocer la situacion del complejo A. tosichella Keifer / Wheat streak mosaic virus (WSMV) y High
Plains virus (HPV) en Argentina, relacionada a la presencia de ambos virus, y a la caracterizacion
del acaro y de los virus transmitidos, y estimar su impacto por medio de la evaluacion de la
susceptibilidad de cultivares de trigo para establecer medidas de manejo adecuadas a estas
enfermedades.

Referencias
LABOURT, S. A. Tendencias y oportunidades de la cadena del trigo. Agropost online, n. 127, ago./

sep. 2013. Disponible em: <http://www.cpia.org.ar/agropost/201308/notaopinion1.html>. Consultado el
15/09/13.



Resumo 2

Prospeccion y evaluacion de la incidencia y prevalencia de Wheat
streak mosaic virus (WSMV) y High Plains virus (HPV), y elaboracion
de mapas de presencia para ambos virus y su vector

Vanina Alemandri', Maria Fernanda Mattio” Evangelina Argliello Caro’, Analia Dumén’, Pablo
Eduardo Abbate?, Ana Clara Pontaroli?, Carlos Bainotti® e Graciela Truol’
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Introduccion

El complejo de virus trasmitidos por el acaro Aceria tosichella Keifer afecta cultivos de cereales
en todo el mundo. Entre ellos se destacan, Wheat streak mosaic virus (WSMV) y Wheat mosaic
virus (WMoV) en cultivos de trigo y otros cereales. WMoV anteriormente fue nombrado como
High Plains virus (HPV) y actualmente se propone, (aunque aun no fue aceptado) como Maize
red stripe virus, MRSV (SKARE et al., 2006; TRUOL, 2009).

Si bien las pérdidas de rendimiento causadas por A. tosichella pueden alcanzar el 30% en
cultivos de trigo (HARVEY et al., 2002), el principal dafio es causado por las virosis que transmite.
El WSMV es el agente causal de una de las enfermedades virales mas importante en trigo
(FRENCH; STENGER, 2003; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2001). Debido a que WSMV y HPV
son transmitidos por el mismo vector, son frecuentes las infecciones mixtas, dificultando de esta
manera la estimacién de pérdidas asociadas a cada virus (SKARE et al., 2006).

Se ha demostrado que WSMV se transmite por semilla en trigo, jugando un papel importante en
la introduccion del virus en nuevas areas (HILL et al., 1974, JONES et al., 2005, LANOISELET et
al., 2008). En Australia, se reportd que el porcentaje de transmisién por semilla de WSMV en trigo
fue de 1,5%, similar a lo obtenido en Argentina (SAGADIN et al., 2008). Es importante considerar
la relevancia del intercambio de semillas, ya sea en areas donde aun no fueron detectadas estas
virosis, o en aquellas donde se encuentren, con la posibilidad de introduccién de cepas mas
virulentas.

Entre las estrategias de manejo de estas enfermedades se destaca el control de las poblaciones
de los acaros vectores. Debido a que A. tosichella no puede sobrevivir mas de 24 horas sin
alimentarse, es importante el control de malezas gramineas y plantas espontaneas de trigo,
principalmente durante el periodo que transcurre entre la cosecha del maiz quien actua como
puente verde y la siguiente siembra de trigo. En Argentina, en las localidades de Jesus Maria
y Marcos Juarez se ha mostrado la presencia de WSMV en maices y trigos espontaneos
respectivamente (SAGADIN; TRUOL, 2007). Asimismo, se detectdé HPV en maices espontaneos
en lotes de trigo de la provincia de Cérdoba (SAGADIN et al., 2009). Por otra parte, separar la
fecha de siembra del trigo de la cosecha de maiz disminuye las posibilidades de que insectos
infectados pasen a los nuevos lotes (TRUOL, 2009).

En este trabajo se presentan los resultados de una prospeccion de estas dos virosis en las
provincias de Cérdoba, Buenos Aires y Salta, en el periodo 2011 en cultivos de trigo y los de su
incidencia en la localidad de Balcarce segun cultivar y cinco fechas de siembra.



Materiales y Métodos
Prospeccion 2011:

Se realizaron muestreos al azar y/o dirigidos en cultivos de trigo en distintos puntos geograficos
de la regioén triguera argentina (Cordoba, Buenos Aires y Salta) durante la campafa 2011. Se
tomaron 30 hojas por lote cuando el muestreo fue al azar. Como método de deteccién viral
se aplicé la técnica serolégica de DAS-ELISA con sueros especificos para ambos virus (Agdia
Inc., USA). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 405nm utilizando un espectrofotometro
(Kayto RT-2100 C). Se consideraron como enfermas las plantas que superaron el limite de corte,
resultante de la media de absorbancia de los testigos sanos mas tres veces el desvio estandar.
Se determind la incidencia (n° de plantas enfermas/ n° de plantas analizadas) de WSMV y HPV
en el caso de los lotes con muestreos al azar. Cuando se recolectaron solamente plantas con
sintomas se determiné presencia de la enfermedad. Se muestrearon diferentes cultivares de
trigo u otros hospedantes aledafios a lotes de trigo (sorgo de alepo, triticale, maiz espontaneo,
cebada, Avena fatua, Pasto ovillo) y se establecieron los valores de incidencia de ambas virosis
para cada localidad muestreada.

Incidencia segun fecha de siembra y cultivar en Balcarce:

Se realiz6 un muestreo en un ensayo de evaluacion de cultivares de trigo en cinco fechas de
siembra, en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) en Balcarce, durante el periodo 2011. Cada parcela consintié de un surco de 1
m de largo. Se determind la incidencia (n° de plantas enfermas/ n° de plantas analizadas) de WSMV
y HPV. Las plantas estuvieron en condiciones naturales de infeccion segun la presion de inéculo
presente en el lugar. Las cinco fechas de siembra analizadas fueron: 1°= 10/6/11, 2°= 7/7/11, 3°=
20/7/11, 4°= 2/8/11, 5°= 16/8/11. Como método de deteccion viral se aplico la técnica serolégica
de DAS-ELISA, como se describié anteriormente. Se empled la técnica estadistica analisis de
correspondencia para la exploracion de los datos. Se utilizé el software estadistico InfoStat.

Resultados

Se detectaron ambos virus en las tres provincias estudiadas. En Salta se observaron mayores
valores de incidencia de HPV en diferentes cultivares. Por el contrario, en Cérdoba los mayores
valores de incidencia se obtuvieron para WSMV, especialmente en Marcos Juarez. En Buenos
Aires se observaron altos valores de incidencia de HPV en cebada en Balcarce y en trigo Baguette
31 en Otamendi. Se detectaron infecciones mixtas en un 14%, 25% y 37% en las provincias de
Salta, Cérdoba y Buenos Aires respectivamente.

El analisis de correspondencia realizado evidencio que las fechas de siembra 1°, 2° y 3° estan
asociadas a la presencia de los dos virus (WSMV y WMoV), mientras que las fechas 4° y 5° estan
asociadas a plantas sanas.

Por otra parte, los cultivares BiolNTA 3005, Klein Chaja, Baguette 18, Baguette 19, triticale Es-
pinillo y cebada Scarllet estan asociados a plantas enfermas (WSMV y HPV) en las fechas de
siembra 1°, 2°y 3°. Por el contrario, los cultivares Buck SY100, Buck Taita, ACA 201, Baguette 30
y BioINTA 2005 estan asociados a plantas sanas en las fechas 4° y 5°.

Discusiéon y Conclusiones

Durante el periodo 2011, HPV se detecté con mayor incidencia en las provincias de Salta y Bue-
nos Aires, mientras que las mayores incidencias de WSMV fueron detectadas en Coérdoba. La
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deteccion de HPV en maiz espontaneo, Sorgo de alepo, triticale, Avena fatua y Pasto ovillo, y la
de WSMV en cebada, muestra la importancia de la presencia de estos hospedantes en la epide-
miologia de estas dos enfermedades, actuando como reservorio tanto del vector como de los virus.

Por otra parte, se observé una asociacion entre presencia de las dos virosis con las tres primeras
fechas de siembra. Esto remarca la importancia de separar la fecha de siembra del trigo de la
cosecha de maiz disminuyendo las posibilidades de que insectos infectados pasen a los nuevos
lotes. Por tal motivo, serian recomendables las fechas de siembra 4° y 5° como estrategia en el
manejo de WSMV y WMoV. De la misma manera, el analisis mostré una asociacion entre dife-
rentes cultivares con presencia de enfermedad.
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Resumo 3

Mejoramiento de trigo para resistencia al Wheat streak mosaic
virus (WSMV) y High Plains virus (HPV). Desarrollo y evaluacion
de germoplasma argentino y brasilefio en infecciones naturales y
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Introduccion

El virus del mosaico estriado del trigo (Wheat streak mosaic virus, WSMV, Potyviridae -
Tritimovirus) se identificd por primera vez en Argentina en el ano 2002 por investigadores del
INTA - IPAVE (Instituto de Patologia Vegetal) CIAP (Centro de Investigaciones Agropecuarias)
(TRUOL et al., 2004). Esta enfermedad fue declarada plaga no cuarentenaria por el Servicio
Nacional de Sanidad segun Disposicion 9/2003 (SENASA).

Desde el 2002 hasta el 2012 se han observado a campo diferentes grados de ataque de esta
enfermedad incluido ataques de alta incidencia y severidad en cultivos de trigo. La region triguera
argentina también es afectada por otros virus como el virus del enanismo de la cebada “Barley
yellow dwarf virus” (BYDV), a menudo presente en infecciones combinadas con WSMV en los
ultimos afos.

El unico vector conocido de esta enfermedad es el acaro Aceria tosichella (Prostigmata,
Eriophyidae) “Wheat Curl Mite” (WCM) (MAHMOOD et al., 1997; SLYKHUIS, 1955). También es
de destacar que en Argentina se han reportado casos de transmision por semilla (TRUOL, 2009).

El control de enfermedades virales se basa en el uso estrategias de manejo preventivo de la
enfermedad y en el desarrollo de resistencia genética en cultivares. El desarrollo y uso de trigo
resistente o tolerante es la estrategia mas eficiente y econdmica y se basa en la evaluacién
sistematica de germoplasma para determinar su comportamiento frente a la enfermedad e
identificarfuentes de resistencia. La evaluacion anual dentro del programa de mejoramiento permite
eliminar los materiales susceptibles y seleccionar los resistentes. La actividad interdisciplinaria
entre mejoradores, biotecndlogos, patdlogos, virélogos, entomdlogos, ecofisiélogos, agrénomos,
etc. es clave para lograr avances en el desarrollo de variedades con tolerancia o resistencia a
virosis.

Materiales y Métodos

El Grupo de Mejoramiento, Biotecnologia y Patologia de trigo de la EEA Marcos Juarez junto
al Grupo de Interaccion Vector-enfermedades virales de trigo del IPAVE, realizan una serie de
actividades con el objetivo de caracterizar y desarrollar germoplasma de trigo con resistencia
al WSMV: a - Caracterizacién anual de germoplasma de trigo argentino y brasileio a campo
y en invernaculo con inoculaciones artificiales e infeccion natural frente a WSMV y HPV en
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Marcos Juarez, Balcarce y fuera de estacion en Balcarce, y en invernaculo en IPAVE Cdérdoba.
b - Introduccién de fuentes de resistencia a virus y al vector y desarrollo de germoplasma
resistente, mediante seleccién asistida por marcadores moleculares, el cual es evaluado frente a
aislamientos locales de los virus y vector.

Fuentes de resistencia genética a la enfermedad

Resistencia genética al virus WSMV

Gen Wsm-1. Origen: Thinopyrum intermedium como translocaciéon o sustitucién cromosémica.
Materiales donores: CI17881/82/83/84/85/86 (DAVIS et al., 2006; SHARP et al., 2002; TYLER et
al., 1985; WELLS et al., 1982) KS93WGRC27, MACE (GRAYBOSCH et al., 2009). Caracteristicas:
efectivo a temperaturas por encima de los 18°C. Existen marcador disponible para seleccion
asistida del gen en poblaciones segregantes (TALBERT et al., 1996).

Gen Wsm-2. Origen: Thinopyrum intermedium como translocacion o sustitucion cromosémica.
Materiales donores: CO 960293-2, pedigree P1222668/TAM107//CO850034 y RonL, pedigree
Trego/C0960293 (HALEY et al., 2002, MARTIN et al., 2007). Caracteristicas: pierde efectividad
por encima de los 18°C en cultivo.

Gen Wsm-3. Origen: Thinopyrum intermedium como translocaciéon o sustitucién cromosémica.
Material donor: KS12WGGRC59 confiere resistencia a WSMV entre 18°C - 24°C y a TriMV a
18°C pero no efectivo sobre los 24°C. Germoplasma en tramite de introduccién al Programa de
mejoramiento.

Resistencia genética al vector WCM
Gen Cmec3 translocacion 1A/1R de Secale cereale L.

Materiales donores: AMIGO, TAM107 (HARVEY et al., 1999; MALIK et al., 2003; MARTIN et
al., 1984). Caracteristicas: Ubicado en el cromosoma 1A como translocacion 1AL/1RS. Puede
utilizarse esta translocacion para seleccion indirecta del gen por la técnica de A-PAGE.

Gen Cmc4 Origen: Aegilops tauschii (Coss.) Schmal.

Materiales donores: KS96WGRC40, pedigree KS93U69*3/TA2397, KS93U69, pedigree
TAM107*3/TA2460 (MALIK et al., 2003). Caracteristicas: Ubicado en el cromosoma 6DS, es el
mas efectivo de los genes de resistencia a colonizacion de WCM. Puede utilizarse el microsatélite
xgdm141 para seleccién asistida del gen en poblaciones segregantes (MALIK et al., 2003).
[Germoplasma en tramite de introduccién al Programa de mejoramiento.]

Resultados y Discusion

Se caracterizaron anualmente 15 variedades y lineas de trigo argentino, 4 poblaciones F3 — 4
con genes de resistencia introducidos en germoplasma local, 4 lineas con diferentes fuentes de
resistencia introducidas y 30 variedades brasilefias a campo y en invernaculo con inoculaciones
artificiales con vector infectado con virus e infeccidon natural. Durante el afio 2013 se recibio
nuevo germoplasma brasilefio, el cual sera incorporado el proximo afo de evaluacion.

Se caracterizé germoplasma utilizando marcadores moleculares asociados a fuentes de
resistencia a la enfermedad.

Se desarrollé germoplasma mediante cruzamientos utilizando diferentes fuentes de resistencia
con diferentes fondos genéticos con material local adaptado y se realiz6 seleccién asistida por



marcadores moleculares de individuos portadores de los genes Wsm-1 y Cmc3 en poblaciones
segregantes (piramidizacion). Se lograron cuatro poblaciones F5 con 250, 500, 500 y 100 lineas,
respectivamente. A futuro se sumaran los genes Wsm-3 y Cmc4.

Los resultados de evaluacién de cultivares argentinos y brasileros en el periodo 2011y 2012 en
infecciones artificiales y naturales evidenciaron diferentes comportamientos segun aislamientos,
poblaciones de acaros, cultivares e interaccion con el ambiente.

En base a los avances obtenidos y la relevancia de la enfermedad es importante que estas
actividades se continden en Argentina e inicien en otros paises productores de trigo del Cono
Sur.

Referencias

DAVIS, L. A.; GRAYBOSCH, R. A,; PETERSON, C. J.; BAENZIGER, P. S;; HEIN, G. L.; BEECHER, B. B;
MARTIN, T. J. Agronomic and quality effects in winter wheat of a gene conditioning resistance to Wheat
streak mosaic virus. Euphytica, Wageningen, v. 152, n. 1, p. 41-49, 2006.

GRAYBOSCH, R. A.; PETERSON, C. J.; BAENZIGER, P. S.; BALTENSPERGER, D. D.; NELSON,

L.A.; JIN, Y.; KOLMER, J.; SEABOURN, B.; FRENCH, R.; HEIN, G.; MARTIN, T. J.; BEECHER, B;
SCHWARZACHER, T.; HESLOP-HARRISON, P. Registration of ‘Mace’ Hard Red Winter Wheat. Journal
of Plant Registrations, Madison, v. 3, n. 1, p. 51-56, 2009.

HALEY, S. D.; MARTIN, T. J.; QUICK, J. S.; SEIFERS, D. L.; STROMBERGER, J. A.; CLAYSHULTE,

S.; CLIFFORD, B. L.; PEAIRS, F. B.; RUDOLPH, J. B.; JOHNSON, J. J.; GILL, B. S.; FRIEBE, B.
Registration of CO960293-2 wheat germplasm resistant to Wheat streak mosaic virus and Russian wheat
aphid. Crop Science, Madison, v. 42, n. 4, p. 1381-1382, 2002.

HARVEY, T. L.; SEIFERS, D. L.; MARTIN, T. J.; BROWN-GUEDIRA, G.; GILL, B. S. Survival of wheat curl
mite on different sources of resistance in wheat. Crop Science, Madison, v. 39, n. 6, p.1887-1889, 1999.

MAHMOOD, T.; HEIN, G. L.; FRENCH, R. C. Development of serological procedures for rapid and
reliable detection of Wheat streak mosaic virus in a single wheat curl mite. Plant Disease, St. Paul, v. 81,
n. 3, p. 250-253, 1997.

MALIK, R.; BROWN-GUEDIRA, G. L.; SMITH, C. M.; HARVEY, T. L.; GILL, B. S. Genomics, molecular
genetics & biotechnology, Genetic Mapping of wheat curl mite resistance genes Cmc3 and Cmc4 in
common wheat. Crop Science, Madison, v. 43, n. 2, p. 644-650, 2003.

MARTIN, T. J.; FRITZ, A. K.; SEIFERS, D.; SHROYER, J. P. RonL hard white wheat. Manhattan:
Kansas State University - Agricultural Experiment Station and Cooperative Extension Service, 2007.
L-926. Disponivel em: <http://www.ksre.ksu.edu/bookstore/pubs/L926.pdf>. Consultado el 15/09/13.

MARTIN, T. J.; HARVEY, T. L.; BENDER, C. G.; SEIFERS, D. L. Control of w4, 1984.

SHARP, G. L.; MARTIN, J. M.; LANNING, S. P;; BLAKE, N. K.; BREY, C. W.; SIVAMANI, E.; QU, R;;
TALBERT, L. E. Field Evaluation of transgenic and classical sources of Wheat streak mosaic virus
resistance. Crop Science, Madison, v. 42, n. 1, p. 105-110, 2002.

SLYKHUIS, J. T. i Keifer (Acarina:Eriophydae) in relation to the spread of wheat streak mosaic.

13



14

Phytopathology, St. Paul, v. 45, n. 3, p. 116-128, 1955.

TALBERT, L. E.; BRUCKNER, P. L.; SMITH, L. Y.; SEARS, R.; MARTIN, T. J. Development of PCR
markers linked to resistance to Wheat streak mosaic virus in wheat. Theoretical and Applied Genetics,
New York, v. 93, n. 3, p. 463-467, 1996.

TRUOL, G. Enfermedades virales asociadas al cultivo de trigo en Argentina: reconocimiento,
importancia, formas de transmision y manejo. [S. |.]: Ed. Autor, 2009. 77 p.

TRUOL, G.; SAGADIN, M.; ARNEODO, J.; BAINOTTI, C.; GIMENES MONJE, J. L.; MURUA, L.
Enfermedades virales asociadas al cultivo de cereales de invierno: detecciéon de Wheat streak
mosaic virus (WSMV) en trigos de Argentina. Cérdoba: INTA - IFFIVE, 2004. (Informe n. 2). Proyecto
Estratégico de INTA “Siembra Directa” n® 52 522103 14011.

TYLER, J. M .; WEBSTER, J. A.; SMITH, E. L . Biotype E greenbug resistance in Wheat streak mosaic
virus-resistant wheat germplasm lines. Crop Science, Madison, v. 25, n. 4, p. 686-688, 1985.

WELLS, D. G.; KOTA, R. S.; SANDHU, H. S.; GARDNER, W. S.; FINNEY, K. F. Registration of one
disomic substitution line and five translocation lines of winter wheat germplasm resistant to Wheat streak
mosaic virus. Crop Science, Madison, v. 22, n. 6, p. 1277-1278, 1982.



Resumo 4

Caracterizacion de la diversidad genética del Wheat streak mosaic
virus (WSMV) en Argentina
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Introduccion

El Wheat streak mosaic virus (WSMV) es el agente causal de una de las enfermedades mas
importante en el cultivo de trigo a nivel mundial. Este virus es naturalmente transmitido por el
acaro Aceria tosichella Keifer (Wheat Curl Mite = WCM) (SLYKHUIS, 1955). EIl WSMV es la
especie tipo del género Tritimovirus en la familia Potyviridae (STENGER et al., 1998). Los virus
del género Tritimovirus son filogenéticamente distantes de los Rymovirus transmitidos igualmente
por acaros eriéfidos (SALM et al., 1996). La organizacion del genoma de WSMYV es basicamente
la misma que la de los Potyvirus transmitidos por afidos. Esta constituido por un segmento de
ssRNA sentido positivo de aproximadamente 9384 nucledétidos, el cual es traducido como una
unica poliproteina (CHOI et al., 2000, 2002). Del procesamiento de la misma se derivan hasta
10 proteinas maduras (P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla, Nlb, y CP) (CHOI et al., 2002;
STENGER et al., 2006). Entre las principales estrategias para el manejo de la enfermedad se
destaca la utilizacion de genotipos de trigo con resistencia genética a este virus. Conocer la
diversidad genética del WSMV en Argentina aportara al entendimiento de la epidemiologia y
ecologia de este patosistema y al desarrollo de germoplasma de trigo con resistencia a este
virus. El objetivo del presente trabajo fue establecer las relaciones filogenéticas de aislamientos
de WSMV argentinos.

Materiales y Métodos

Se realizaron muestreos dirigidos en cultivos de trigo y hospedantes alternativos en la provincia
de Buenos Aires, Entre Rios y Cordoba durante el periodo 2009-2011. Se recolectaron plantas
con sintomas de mosaico estriado caracteristicos del WSMV. Se confirmé la infeccion viral en
hojas de trigo mediante DAS-ELISA con antisueros especificos para WSMV (Agdia). Se realizé la
extraccion de RNA total de planta empleando un kit comercial Macherey-Nagel (MN). Se llevaron
a cabo reacciones de RT-PCR para amplificar el genoma completo de WSMV. El producto de PCR
de cada aislamiento se corrié en un gel de agarosa 1% y la banda obtenida de aproximadamente
9384 pb se purifico de gel de agarosa y secuencié mediante la tecnologia 454/Roche GS FLX
(INDEAR). Para los analisis filogenéticos se utilizé un fragmento de 1047 pb correspondiente
a la capside proteica (CP). Se utilizaron las 13 secuencias generadas en este estudio y 86
secuencias correspondientes a la CP de WSMYV disponibles en GenBank. La secuencia de Oat
necrotic mottle virus (ONMV) con numero de acceso NC_005136 fue utilizada como outgroup.
Se alinearon las secuencias empleando Muscle. Se obtuvo un arbol en red y se realizé un test
phi para examinar evidencia de recombinacion utilizando el programa SplitsTree4. Se realizé
el andlisis filogenético con los algoritmos de Maximum Likelihood (ML) y Neighbor-Joining (NJ)
empleando PhyML y MEGA 5.05 respectivamente. Para seleccionar el mejor modelo se empled
jModelTest. Se utilizé el modelo GTR + | + G para ML y Tamura-Nei para NJ. Del mismo modo, se
realizaron los analisis filogenéticos utilizando solo las secuencias argentinas generadas en este
trabajo. Los arboles fueron visualizados con FigTree v1.3.1 y MEGA 5.05.
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Resultados y Discusién

Se logré la amplificaciéon del genoma completo de 13 aislamientos de WSMV provenientes
de diferentes regiones trigueras argentinas. Los analisis filogenéticos se realizaron con las
secuencias correspondientes a la CP del WSMV. No se observo conflictos en el arbol de red
construido con el programa SplitsTree4 y el test phi (p = 0.1298) demostr6 que no hay evidencia
estadisticamente significativa de recombinacion. Recientemente, se ha reportado 9 aislamientos
de WSMV recombinantes en Estados Unidos (ROBINSON; MURRAY, 2013). En los arboles
filogenéticos de ML, todos los aislamientos argentinos forman un grupo monofilético dentro del
clado denominado D para este virus. Ademas, los aislamientos argentinos de WSMV comparten
un ancestro comun reciente con los aislamientos de Australia y con los aislamientos |ID96
(Idaho), MON96 (Montana), WA99 y WA94 de Washington de la region del Pacifico noroeste de
Estados Unidos (APNW). Ningun aislado argentino se agrupé con los aislados de Europa Central
(Fig. 1). La topologia general de los arboles filogenéticos inferidos por Maximum-Likelihood y
Neighbor-Joining resulto similar. Los aislamientos de WSMYV provenientes de trigo y recolectados
de la de Region triguera IV y V Norte estan mas relacionados entre si que con los del grupo
correspondientes a los aislamientos de la region Il Sur, 1l y V Sur de la Argentina. No se observo
que los aislamientos de WSMV se agruparan de acuerdo a su hospedante (Fig. 2).
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Figura 1. Arbol filogenético Maximum-likelihood (ML) realizado con modelo GTR+I+G
construido a partir de 99 secuencias correspondientes a la CP de WSMV. Solo se mues-

tran los valores de bootstrap >500.
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Figura 2. Arbol filogenético Maximum-likelihood (ML) realizado con modelo Tamura-Nei
construido a partir de 13 secuencias correspondientes a la CP de aislamientos argentinos
de WSMV. Solo se muestran los valores de bootstrap >500.

Referencias

CHOI, I. R.; HORKEN, K. M.; STENGER, D. C.; FRENCH, R. Mapping of the P1 proteinase cleavage
site in the polyprotein of Wheat streak mosaic virus (genus Tritimovirus). Journal of General Virology,
Cambridge, v. 83, n. 2, p. 443-550, 2002.

CHOI, I. R.; STENGER, D. C.; MORRIS, T. J.; FRENCH, R. A plant virus vector for systemic expression
of foreign genes in cereals. The Plant Journal, Oxford, v. 23, n. 4, p. 547-555, 2000.

ROBINSON, M. D.; MURRAY, T. D. Genetic variation of Wheat streak mosaic virus in the United States
Pacific Northwest. Phytopathology, St. Paul, v. 103, n. 1, p. 98-104, 2013.

SALM, S. N.; REY, M. E. C.; RYBICKI, E. P. Phylogenetic justification for splitting the Rymovirus genus of
the taxonomic family Potyviridae. Archives of Virology, New York, v. 141, n. 11, p. 2237-2242, 1996.

SLYKHUIS, J. T. Aceria tulipae Keifer (Acarina, Eriophyidae) in relation to the spread of wheat streak
mosaic. Phytopathology, St. Paul, v. 45, n. 3, p. 116-128, 1955.

STENGER, D. C.; HALL, J. S.; CHOI, I. R.; FRENCH, R. Phylogenetic relationships within the family
Potyviridae: Wheat streak mosaic virus and Brome streak mosaic virus are not members of the genus
Rymovirus. Phytopathology, St. Paul, v. 88, n. 8, p. 782-787, 1998.

STENGER, D. C.; HEIN, G. L.; FRENCH, R. Nested deletion analysis of Wheat streak mosaic virus HC-
Pro: mapping of domains affecting polyprotein processing and eriophyid mite transmission. Virology,
New York, v. 350, n. 2, p. 465-474, 2006.



Resumo 5

Determinacidon de la diversidad de secuencias a nivel nuclear y
mitocondrial de poblaciones de Aceria tosichella Keifer vectores
de Wheat streak mosaic virus (WSMV) y High plains virus (HPV) en
Argentina

Vanina Alemandri’, Graciela Truol’, Renata Santos de Mendonga? e Denise Navia?

'Instituto de Patologia Vegetal - Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (IPAVE-INTA).
Camino 60 cuadras Km. 5 % (X5020ICA), Cdérdoba, Argentina. ?Laboratério de Quarentena
Vegetal, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Parque Estagao Biolodgica, final W5
Norte, Cx. Postal 02372, 70.770-917, Brasilia, Brazil.

Introduccion

Los virus transmitidos por acaros, Wheat streak mosaic virus (WSMV), High Plains virus (HPV)
(también citado como Wheat mosaic virus, WMoV) y Triticum mosaic virus (TriMV) constituyen
una importante limitacién para la produccion de trigo. El acaro eriéfido Aceria tosichella Keifer
(Wheat Curl Mite = WCM) es el unico vector conocido que transmite estos virus (SEIFERS et
al.,, 1997; SLYKHUIS, 1955). Diferencias genéticas y ecoldgicas descritas en estudios previos
soportan el concepto de que WCM es un complejo de especies (MILLER et al., 2013; SKORACKA
et al., 2012). Los mismos estudios indicaron que los acaros recolectados en trigo se dividen en
dos linajes genéticos distintos. Estos resultados son consistentes con previos estudios genéticos
conducidos en Australia y Estados Unidos (CAREW et al., 2009; SEIFERS et al., 2002). En
Argentina se han caracterizado las primeras poblaciones de A. tosichella recolectadas desde
trigo, indicando que estan presentes los dos linajes descritos anteriormente (MILLER et al., 2013;
SKORACKA et al., 2012). Entre las principales estrategias para el manejo de estas virosis se
destaca la utilizacién de genotipos de trigo con resistencia genética al virus y al vector. Resulta
fundamental conocer la variabilidad del acaro vector en Argentina para el entendimiento de la
epidemiologia y ecologia de los mismos, esenciales para el desarrollo de germoplasma de trigo
con resistencia a WSMV y HPV. En este trabajo fue analizado un mayor nimero de muestras con
el objetivo de investigar en mas detalle la variabilidad de A. tosichella en Argentina.

Materiales y Métodos

Se realizaron muestreos dirigidos en cultivos de trigo en seis localidades de la provincia de
Buenos Aires (25 de Mayo, Energia, Bordenave, Tandil, General de Madariaga y Nechocea), una
en Entre Rios (Parana) y cuatro en Cérdoba (Manfredi, Marcos Juarez, Salguero y Las Perdices)
durante el periodo 2009 y 2010. Se recolectaron plantas con sintomas caracteristicos de WSMV.
Se establecieron poblaciones de acaros, colocando hojas infectadas (confirmando la infeccion
viral mediante DAS-ELISA con antisueros especificos para WSMV, Agdia Inc., USA), en macetas
con plantas de trigo asintomaticas recién emergidas. Estas fueron mantenidas en sala de cria
bajo condiciones de 25 + 3 °C y fotoperiodo de 16 hs. de luz, hasta la aparicion de sintomas que
evidenciaron el establecimiento de la colonia (entre 8-15 dias). Los adultos de A. tosichella fueron
recogidos bajo lupa y preservados en etanol 100% para los analisis moleculares. Con el fin de
corroborar una adecuada extraccion de DNAy amplificacion de las regiones estudiadas utilizando
un solo acaro por tubo, se realizé la extraccion de DNA en forma individual y utilizando grupos de
10y 25 acaros por tubo. La extraccion de DNA se realizé mediante el método de Chelex (CAREW
et al., 2004). Para realizar la molienda de los acaros se utilizaron tips modificados. Se realizo
PCR con iniciadores especificos para amplificar dos regiones genémicas independientes, la 16S
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de mtDNA y una regién Internal Transcribed Spacer (ITS) de rDNA. La metodologia empleada
fue similar a la utilizada por Navia et al. (2005) en estudios realizados con Aceria guerreronis
Keifer. La amplificacion através de PCR de la region ITS fue realizada utilizando primers
localizados respectivamente en la extremidad 3’ de 18rDNA y en la extremidad 5' de 28S. El
fragmento 16S fue amplificado utilizando los primers LR-J 12887F y 16SWCMR. Tres reacciones
de PCR fueron realizadas para cada muestra de DNAYy los productos de estas reacciones fueron
reunidos y purificados utilizandose el kit QIAquick PCR® (Qiagen). El producto fue secuenciado
directamente. Para el analisis filogenético se utilizaron las secuencias generadas en este estudio
y las correspondientes a ITS y 16S de poblaciones de A. tosichella de Australia, Polonia, Brasil
y Argentina disponibles en GenBank. Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa
de alineamiento multiple de secuencias ClustalW (THOMPSON et al., 1994) implementado en
Bioedit ver. 7.0.4 (HALL, 1999). Se emple6 DnaSP v5 para la determinacion del numero de
haplotipos. El analisis filogenético de los haplotipos encontrados se realizé mediante la utilizacién
del programa MEGA ver. 5, con el algoritmo de Neighbor Joining (NJ), empleando el modelo
Maximum Composite Likelihood y Tamura-Nei para ITS y 16S respectivamente.

Resultados y Discusién

Se corroboré una adecuada extraccion de DNA y amplificacién de la region ITS y 16S utilizando
un solo acaro por tubo, asi como también con grupos de 10 y 25 acaros. En todos los casos, se
obtuvo la banda esperada de 987 pb y 400 pb para ITS y 16S respectivamente.

Se identificaron 27 haplotipos ITS entre las 134 secuencias ITS analizadas y 18 haplotipos 16S
entre las 87 secuencias 16S analizadas. Los resultados preliminares del analisis filogenético
indicaron que las poblaciones de A. fosichella de trigo de Argentina son muy similares entre si,
agrupandose en uno de los dos linajes descritos anteriormente en América del Sur. Asimismo,
estas poblaciones resultaron en el mismo grupo que poblaciones de A. tosichella de trigo de
Polonia, Brasil y Australia (Fig. 1). Se continuara este estudio empleando otros métodos de
analisis filogenéticos e incorporando nuevas secuencias.
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Figura 1. Arbol filogenético obtenido por analisis Neighbour-Joining (NJ) realizado con
modelo Maximum Composite Likehood.
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Introduccion

Aceria tosichella Keifer (Eriophyidae) es vector de Wheat streak mosaic virus (NSMV), High
Plains virus (HPV) y Triticum mosaic virus (TriMV) (SEIFERS et al., 1997; SLYKHUIS, 1955).
Estos virus estan presentes en trigo de Argentina (TRUOL, 2009) y pueden ser transmitidos
simultaneamente por el acaro provocando infecciones mixtas. Los avances en biologia molecular
permitieron evidenciar diferentes linajes de A. tosichella (CAREW et al., 2009; SEIFERS et al.,
2002). En Australia se detectaron dos linajes con diferencias en su capacidad para transmitir
WSMV (CAREW et al., 2009, SCHIFFER et al., 2009). Los primeros estudios con A. tosichella
de Argentina (SE de la provincia de Buenos Aires y de la provincia de Coérdoba) agruparon a
las poblaciones con integrantes de ambos linajes australianos (SKORACKA et al., 2012).
En Bemisia tabaci Gennadius, vector de geminivirus en soja, se menciona algo similar. La
diversidad de simbiontes bacterianos varia entre los grupos de mosca blanca e influye sobre la
capacidad para trasmitir virus y la resistencia a insecticidas entre otras caracteristicas (XIE et
al., 2012). Ultimamente, los trabajos sobre microorganismos endosimbiontes han aumentado,
sobre todo en lo relacionado al rol que cumplen en la transmision de virus por insectos. Dichas
investigaciones reflejan interacciones en las que las bacterias favorecen la transmision de virus,
como se demostré en moscas blancas y afidos para geminivirus y luteovirus, respectivamente
(HOGENHOUT et al., 1998; MORIN et al., 2000). También se mencionan relaciones en las
que los simbiontes interfieren con la replicacion del virus (TEIXEIRA et al., 2008; FRENTIU et
al.,, 2010). Sin embargo, los estudios aplicados a acaros vectores son escasos y la mayoria
se refieren a grupos distintos a los eridfidos. La obtencién de poblaciones aposimbidticas (sin
simbiontes) de Brevipalpus phoenisis (Teniupalpidae) permitié comenzar con la evaluacién del rol
que Cardinium desempenfa en la transmision de Citrus leprosis virus (CiLV) en Brasil (NOVELLI
et al., 2008). Cardinium y Wolbachia, son bacterias endosimbiontes ampliamente distribuidas
entre los artrépodos y causan alteraciones reproductivas en sus hospedantes que pueden ser
consideradas para el desarrollo de herramientas de control biolégico de artropodos vectores.
En este contexto, desde el 2005, nuestro grupo de trabajo se ha dedicado al estudio de las
interacciones que se establecen entre delfacidos vectores de fijivirus y Wolbachia. Dicho estudio
informo sobre la disminucion de la eficiencia de transmision de un virus fitopatégeno que afecta
al maiz, cuando los insectos vectores fueron tratados con antibiético (MATTIO, 2011).

En la actualidad, se incluyen cultivares de trigo resistentes en los programas de manejo de
WSMV, HPV y TriMV, debido a que no se recomienda la aplicacion de productos. Dado que A.
tosichella puede transmitir estos patdgenos simultdneamente, constituye un modelo interesante
para estudiar las interacciones que se establecen entre virus, su vector y la planta hospedante,
e identificar posibles vias de accion para controlar las enfermedades que estos virus provocan
en los cultivos de trigo. El presente trabajo planteé como objetivos conocer las bacterias
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endosimbiontes de poblaciones argentinas de A. tosichella y evaluar su rol en la transmision de
virus fitopatdégenos.

Materiales y Métodos

Inicio de poblacion de A. tosichella libre de virus. Se tomaron hojas con sintomas de la presencia
de acaros de una poblacion proveniente de la provincia de Buenos Aires. Debido a la ausencia de
transmisién transovarica de los virus transmitidos por A. tosichella, se tomaron aproximadamente
15 huevos bajo lupa estereoscopica y se colocaron sobre una plantula de trigo cv BiolINTA 3005.
La eleccién de este cultivar se debié a que se observd una buena respuesta de los acaros y un
rapido establecimiento de la colonia, evidenciando rapidamente un enrollamiento de sus hojas.
Esa primera plantula de trigo, en estado de desarrollo de 2 hojas expandidas, fue acondicionada
dentro de una caja de Petri durante 3 o 4 dias. Luego fue transplantada a un pote plastico
transparente que contenia 10 plantulas mas, para permitir la multiplicacion de los adultos. Las
plantas se cambiaron cada 10 dias. Se mantuvieron las plantas en condiciones controladas de
luz y temperatura (16 h de luz, 22 £3 °C) cubiertas por tela voile, para evitar el ingreso de insectos
contaminantes.

Deteccion de bacterias en A. tosichella mediante PCR. Se trabajé con cinco poblaciones de

acaros provenientes de diferentes regiones del area triguera argentina. Se tomaron grupos de 10
adultos de cada poblacién y se colocaron en microtubos de 0,5 ml. Se realiz6 la extraccion de los
acidos nucleicos empleando proteinasa Ky resina Chelex 5% (CAREW et al., 2004). Se utilizaron
cebadores para el gen 16 S ribosomal de Eubacterias (O'NEILL et al., 1992) para evidenciar la
presencia de bacterias. Ademas, se evaluod la presencia de Cardinium mediante la amplificacion
con cebadores especificos (NAKAMURA et al., 2009).

Resultados y Discusiéon

Se obtuvieron adultos de A. tosichella a partir de huevos provenientes de plantas de trigo que
presentaban sintomas de virosis y cuya presencia se demostro por serologia. Una vez que se
consiguio la emergencia de adultos, se evidencié un rapido establecimiento de la colonia sobre
el cultivar BioINTA 3005. Se visualizé el sintoma caracteristico de hojas acartuchadas con gran
cantidad de ejemplares adultos y huevos en su interior. Hasta el momento se cuenta con 14
generaciones. Porciones de hojas de estas plantas se conservaron a -20 °C para ser analizados
posteriormente por serologia y PCR para corroborar la ausencia de HPV, TriMV y WSMV.

Dos de las cinco poblaciones de acaros provenientes de distintas regiones trigueras de Argentina
analizadas mediante PCR resultaron positivas para el gen ribosomal de Eubacterias, amplificando
un fragmento de 1150 pb que coincidié con el tamano esperado. Sin embargo, ninguna de las
muestras analizadas amplific el gen 16 S especifico de Cardinium. Actualmente se contindan
los trabajos orientados a la busqueda de bacterias simbiontes mediante la amplificacion del gen
16 S ribosomal de Eubacterias, clonacion de los productos obtenidos y posterior secuenciacion.
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O acaro do enrolamento do trigo, Aceria tosichella, Keifer (Prostigmata: Eriophyidae) e as
espécies de virus transmitidas constituem um complexo que afeta o cultivo de cereais em varias
partes do mundo. O principal dano do acaro decorre da sua habilidade de transmitir diferentes
espécies de virus, sendo as mais importantes Wheat streak mosaic virus (WSMV - Potyviridae,
Tritimovirus ), High plains virus (HPV - provavelmente um grupo de virus emergente com algumas
caracteristicas de tenuivirus e tospovirus) e a mais recentemente detectada Triticum mosaic
virus (TriMV - Potyviridae, com dois géneros novos propostos Susmovirus ou Poacevirus).
Embora o complexo represente uma preocupagao para agricultores e pesquisadores a pelo
menos seis décadas, ele continua a representar um desafio. Nas areas com maior historico,
como por exemplo, a América do Norte, nos anos 1990 houve um agravamento do impacto
econdmico causado pelo complexo com possivel ressurgéncia de HPV. Soma-se a isto a
deteccao de novas espécies de virus como TriMV, que provoca sintomas similares a WSMV e
foi detectado por ser capaz de infectar plantas de trigo cv RonL resistente a WSMV. Na regiao
das Grandes Planicies, WSMV ¢é responsavel por redugbes da produtividade médias anuais de
cerca de 5% com perda completa em areas localizadas. Na Australia e América do Sul, onde
este complexo foi detectado na ultima década ele representa um novo desafio a producéo de
cereais. As dificuldades encontradas no manejo decorrem da complexidade deste patossistema
sendo que tanto cuidados culturais como a resisténcia genética necessarios para minimizar as
perdas. Nas proximas paginas estdo relatados avangos no conhecimento deste patossistema
com base em estudos empreendidos desde 2006, em um esfor¢co do qual vem participando uma
equipe multidisciplinar de pesquisadores (virologistas, acarologistas e melhoristas) brasileiros
(Embrapa Trigo, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Universidade de Passo
Fundo) e Argentinos (INTA IPAVE, Estacdo Experimental Agricola de Marcos Juarez e Estagéo
Experimental Agricola de Balcarce). O monitoramento a campo realizado desde 2006 indica que
o0 complexo esta em expansdo na América do Sul. O numero de localidades com ocorréncia de
A. tosichella e o numero de hospedeiros ampliaram, sendo que além do norte e noroeste do
Rio Grande do Sul, ha detecgao positiva também no oeste de Santa Catarina e Centro-Sul do
Parana. Pelo menos duas linhagens de A. tosichella estao presentes no Brasil e Argentina e ha
outras espécies de Aceria em trigo, cuja correta identificacdo € necessaria para permitir futuros
estudos de seu impacto epidemiolégico. Em 2006, o unico virus descrito na América do Sul
era o0 WSMV, sendo posteriormente relatado o HPV e mais recentemente ha indicios de TriMV
(ambos na Argentina). No Brasil, o WSMV foi detectado e a populagéo viral assemelha-se a
Argentina, o que sugere a introducao a partir de uma fonte comum ou migracéo do virus entre
estes paises. No sul do Brasil permanece o desafio da correta diagnose pois varias espécies de
virus (Furovirus, Bymovirus entre outros) transmitidos por plasmodioforomicetos presentes no
solo também causam mosaico. O nivel de resisténcia dos gendtipos atualmente empregados
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nas areas com ocorréncia de A. tosichella vem sendo caracterizado revelando que as cultivares
brasileiras sdo suscetiveis. Assim, se considerado apenas o fator hospedeiro, o nivel de dano
potencial por este complexo no Brasil é alto. Também foram conduzidos estudos de analise
de risco, considerando fatores ambientais. Por ultimo, continua sendo critica a capacidade de
deteccao do virus em estacdes quarentenarias. A taxa de transmissao de WSMV e HPV através
de sementes ¢é baixa e isso dificulta a deteccdo dos mesmos em lotes de sementes importadas.
O Servigo de Quarentena do Cenargen recebe grande escala de amostras de trigo de alto risco
por serem oriundas de paises como Argentina e México onde o patossistema esta plenamente
estabelecido. E necessario validar métodos de deteccdo dos virus em pontos de entrada no pais
para fortalecer o sistema de defesa agropecuaria.

A série de trabalhos a seguir relata o monitoramento do complexo Aceria tosichella - virus
transmitidos sob os apectos dedistribuigdo espacial, populacédohospedeira, analise davariabilidade
do vetor e do virus e seguranca fitossantitaria para o Brasil. Visando o enfrentamento deste
complexo, descreve-se ferramentas de diagnose e deteccao aplicaveis a servicos quarentenarios
e a avaliagao da reacao de gendtipos de trigo ao complexo de forma a caracterizar os cultivares
de trigo com potencial para uso no manejo do complexo Acerialviroses associadas.
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Introducao

Aceria tosichella Keifer, comumente conhecido como acaro-do-enrolamento-do-trigo, ocorre
principalmente em trigo, mas popula¢des podem se desenvolver em sorgo, cevada, milho, aveia,
centeio e milheto, além de um grande numero de gramineas (Poaceae) de menor importancia
econbmica. Este acaro esta disperso nas principais regides produtoras de trigo ao redor do
mundo: América do Norte, Europa, Asia, Oriente Médio e Oceania (NAVIAet al., 2013). No Brasil,
A. tosichella foi detectado pela primeira vez em 2006, em quatro municipios da regido noroeste
do estado do Rio Grande do Sul, tendo trigo como hospedeiro (PEREIRA et al., 2009). Desde
entdo, levantamentos anuais em lavouras vem sendo conduzidos para monitorar a distribuicdo
geografica de A. tosichella nas regides triticolas do Sul do Brasil. O presente trabalho apresenta
resultados de levantamentos realizados entre os anos de 2009 a 2012.

Material e Métodos

Os levantamentos foram conduzidos nos estados do Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC),
Parana (PR) e Mato Grosso do Sul (MS) durante os anos 2009 a 2011 e em 2012, com exceg¢ao
do MS, em pontos georreferenciados de 174 municipios com aptidao triticola, sendo coletadas
amostras de trigo, aveia, cevada, triticale, milho e azevém, bem como de outras espécies de
Poaceae presentes nas cercanias de areas cultivadas. Neste periodo foram coletadas 1175
amostras, compreendendo 30 espécies pertencentes a 23 géneros de Poaceae (Tabela 1).

As amostras de gramineas coletadas foram compostas por colmos aleatoriamente colhidos em
uma area de 100 x 5 m ao longo da borda das lavouras. Para a extragao dos acaros, as amostras
foram lavadas em uma solugdo de agua + detergente (1%) seguida por peneiramento. Este
método consiste na submersao das folhas em uma solugao detergente, agitacao para promover
a liberacao dos acaros presentes e peneiramento da solugcdo em uma bateria de peneiras com
aberturas de 0,710 mm (24 mesh) e 0,038 mm (400 mesh), nesta ordem. O material retido pela
peneira de 400 mesh foi coletado e armazenado em frascos plasticos, devidamente identificados,
contendo alcool 70%. As amostras foram examinadas sob microscopio estereoscopico (aumento
de 40 vezes) e quando da deteccao de acaros eriofiideos, estes foram montados em preparagcdes
microscopicas permanentes, usando o meio de Berlese modificado, para posterior identificacdo
taxonémica.
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Tabela 1. Lista das espécies de Poaceae amostradas para monitoramento do acaro-do-
enrolamento-do-trigo Aceria tosichella (Keifer). Brasil, 2009-2012.

Espécie Espécie
1. Andropogon bicornis Capim rabo-de-burro 12. Eragrostis plana Capim anone
2. Aristida longiseta Capim barba-de-bode  13. Hordeum vulgare Cevada
3. Avena sativa Aveia branca 14. Lolium multiflorum Azevém
A. strigosa Aveia preta 15. Paspalum notatum Grama forquilha
4. Axonopus compressus Grama missioneira 16. Pennisetum americanum Pasto italiano
5. Brachiaria decumbens Capim braquiaria P. clandestinum Capim quicuio
B. plantaginea Papua P. purpureum Capim elefante
6. Bromus catharticus Cevadilha 17. Rhynchelytrum repens Capim favorito
7. Cenchrus echinatus Capim carrapicho 18. Secale cereale Centeio
8. Chloris barbata 19. Setaria geniculata Capim rabo-de-raposa
C. polydactyla 20. Sorghum bicolor Sorgo
9. Cynodon dactylus Grama seda S. halepense Capim massambara
10.  Digitaria horizontalis Milha 21. Triticum aestivum Trigo
D. insularis Capim amargoso 22. X Triticosecale Wittmack Triticale
11.  Eleusine indica Capim pé-de-galinha 23. Zea mays Milho

Resultados

Desde a deteccgao de A. tosichella no Rio Grande do Sul em 2006, houve ampliagao da sua distri-
bui¢do no Brasil, com novos registros de ocorréncia para o RS, e expansao para Santa Catarina
(Xaxim, Quilombo, Novo Horizonte e Zortéa) e Parana (Francisco Beltrédo e Palmital) (Figura 1).
De forma geral, observa-se a detec¢ao de amostras positivas nos meses com temperaturas mais
altas, sendo a maioria em trigo e azevém (Tabela 2). Devido a gama de hospedeiros deste acaro
ser ampla, estes podem agir como “pontes verdes espaco-temporais”, facilitando o processo de
disseminacao natural e contribuindo de forma importante nao sé para infestacdes de A. tosichella
na cultura do trigo, como também para a sua dispers&o para novas areas.

Embora a distribuigao de A. tosichella no Brasil tenha ampliado desde a sua detec¢cédo em 2006,
bem como aumentado o numero de hospedeiros, até o momento as populagdes encontradas nas
amostras positivas sdo pequenas, ndo sendo observados a campo danos ocasionados pelo acaro.



Tabela 2. Lista de localidades e espécies de Poaceae em que o acaro-do-enrolamento-do-trigo
Aceria tosichella (Keifer) foi detectado. Brasil, 2009-2012.

Localidade Estado Data Hospedeiro
Almirante Tamandaré do Sul RS 19/3/09 Digitaria horizontalis
Trés de Maio RS 19/3/09 Digitaria horizontalis
Santa Rosa RS 19/3/09 Triticum aestivum
Santa Rosa RS 19/3/09 Digitaria insularis
Santo Angelo RS 19/3/09 Chiloris polydactyla
Santo Angelo RS 19/3/09 Pennisetum americanum
Sao Miguel das Missbes RS 20/3/09 Brachiaria plantaginea
Sao Miguel das Missbes RS 20/3/09 Avena sativa
Santo Antonio das Missdes RS 20/3/09 Brachiaria plantaginea
Santo Antonio das Missdes RS 20/3/09 Digitaria insularis
Sao Luiz Gonzaga RS 20/3/09 Andropogon bicornis
ljui RS 20/3/09 Sorghum halepense
Vacaria RS 23/4/09 Lolium muiltiflorum
Coxilha RS 27/4/09 Triticum aestivum
Almirante Tamandaré do Sul RS 20/7/09 Lolium multiflorum
Palmeira das Missdes RS 20/7/09 Lolium multiflorum
Nonoai RS 25/8/09 Triticum aestivum
Xaxim SC 25/8/09 Lolium multiflorum
Pontao RS 27/4/10 Brachiaria decumbens
Francisco Beltrao PR 28/4/10 Eleusine indica
Palmeira das Missdes RS 5/10/10 Triticum aestivum
Panambi RS 7/10/10 Lolium multiflorum
Panambi RS 7/10/10 Triticum aestivum
Santa Rosa RS 14/9/11 Triticum aestivum
Sao Miguel das Missbes RS 15/9/11 Triticum aestivum
Sao Luiz Gonzaga RS 15/9/11 Triticum aestivum
Sao Luiz Gonzaga RS 15/9/11 Triticum aestivum
Panambi RS 18/7/12 Triticum aestivum
Pontao RS 27/8/12 Triticum aestivum
Ronda Alta RS 27/8/12 Triticum aestivum
Trindade do sul RS 27/8/12 Triticum aestivum
Quilombo SC 27/8/12 Triticum aestivum
Novo Horizonte SC 27/8/12 Triticum aestivum
Palmital PR 28/8/12 Triticum aestivum
Getulio Vargas RS 25/9/12 Triticum aestivum
Cacique Doble RS 25/9/12 Triticum aestivum
Zortéa SC 25/9/12 Triticum aestivum
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Figura 1. Distribuicdo geografica do acaro-do-enrolamento-do-trigo Aceria tosichella Keifer
(Prostigmata: Eriophyidae) no Brasil. Periodo 2009-2012.
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Introducao

Aceria tosichella Keifer, comumente conhecido como acaro-do-enrolamento-do-trigo, ocorre
principalmente em trigo, mas populagdes podem se desenvolver em sorgo, cevada, milho, aveia,
centeio e milheto, além de um grande numero de gramineas (Poaceae) de menor importancia
econdmica. Este acaro esta disperso nas principais regides produtoras de trigo ao redor do
mundo: América do Norte, Europa, Asia, Oriente Médio e Oceania (NAVIA et al., 2013). O ciclo
evolutivo de A. tosichella compreende os estagios de ovo, larva ninfa e adulto, que em condigbes
favoraveis se completa entre 8 e 10 dias (NAVIA et al., 2013). Segundo Jeppson et al. (1975),
todos os estagios de A. fosichella podem ser encontrados nas plantas hospedeiras durante
o inverno. Condigbes de temperaturas amenas (24° a 27 °C) e de alta umidade parecem ser
ideais para o 6timo desenvolvimento deste acaro (COUTTS et al., 2008; SCHIFFER et al., 2009;
SOMSEN; SILL, 1970).

Como a gama de hospedeiros de A. tosichella compreende em sua maioria gramineas anuais,
seu ciclo no campo é afetado pelo padrao de desenvolvimento de seus hospedeiros e a dispersao
de hospedeiro para hospedeiro é necessaria para sobreviver ao longo do ano (NAVIA et al.,
2013). Na América do Norte, as populagdes de A. tosichella que se estabelecem em trigo no
outono, sobrevivem ao inverno e apresentam pico populacional na primavera e inicio do verao,
podendo também colonizar o trigo plantado na primavera causando danos principalmente pela
transmissao de viroses (GILLESPIE et al., 1997). No verao, o milho € um dos hospedeiros que
podem servir de ponte verde para as culturas de inverno (NAULT; STYER, 1969).

As formas de dispersdo comumente associadas ao acaro-do-enrolamento-do-trigo s&o o
caminhamento e a dispersé&o pelo vento, devido ao seu pequeno tamanho e a presenga do lobo
caudal, que possibilita ao acaro permanecer ereto aguardando correntes de vento (LINDQUIST,
OLDFIELD, 1996; NAULT; STYER, 1969). Apés a chegada em um hospedeiro, o acaro se
estabelece nas partes mais protegidas da planta, o que evita a agcado de predadores e reduz a
desidratacdo e o desalojamento (chuva e vento) (NAVIA et al., 2013). Segundo Gillespie et al.
(1997), para as condigdes dos EUA, em trigo as populagdes comegam a aumentar assim que
ocorre a emergéncia da espiga, chegando ao apice quando a cultura se aproxima da maturagao,
aumentando, desta maneira, a probabilidade de sucesso da dispersdo do acaro para outros
locais.

Nas condi¢bes brasileiras este acaro esta distribuido em regides dos estados do Rio Grande
do Sul, Santa Catarina e Parana, entretanto ndo se conhece o efeito dos fatores relacionados
com sua disperséao, desenvolvimento populacional e relagcbes com hospedeiros em condicdes de
campo. Este trabalho apresenta resultados de levantamento realizado durante o ano de 2012,
em condi¢des de campo, para monitorar os parametros de infestacao de A. tosichella ao longo
do ano, em local onde sua presenca foi detectada.
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Material e Métodos

O levantamento foi conduzido em uma area de aproximadamente 2 ha no municipio de Coxilha,
RS (Lat.: - 28° 11' 15,74685"; Long.: - 52° 19' 28,28488"), composta por plantios de aveia, trigo,
triticale, centeio, milho e sorgo além de poaceas invasoras, principalmente azevém, papua e milha.
Ao longo do ano foram realizadas 25 coletas quinzenais, de 17/jan a 19/dez/2012, sendo retiradas
40 amostras por data de coleta, resultando em um total de 998 amostras georreferenciadas,
compreendendo 20 espécies pertencentes a 18 géneros de Poaceae (Tabela 1).

Tabela 1. Lista das espécies de Poaceae amostradas para monitoramento de parametros de
infestacdo do acaro-do-enrolamento-do-trigo Aceria tosichella (Keifer), Coxilha, RS, Brasil, 2012.

Espécie Espécie
1. Avena sativa Aveia branca 9. Eragrostis plana Capim anone
A. strigosa Aveia preta 10.  Hordeum vulgare Cevada
2. Axonopus sp. Capim mimoso 11.  Lolium multiflorum Azevém
3. Brachiaria decumbens Capim braquiaria 12.  Paspalum notatum Grama forquilha
B. plantaginea Papua 13.  Secale cereale Centeio
4. Bromus catharticus Cevadilha 14. Setaria geniculata Capim rabo-de-raposa
5. Digitaria horizontalis Milha 15.  Sorghum bicolor Sorgo
6. D. insularis Capim amargoso 16.  Triticum aestivum Trigo
7. Eleusine indica Capim pé-de-galinha 17. X Triticosecale Wittmack Triticale
8. Eustachys distichophyla 18. Zea mays Milho

As amostras de gramineas coletadas foram compostas por colmos aleatoriamente colhidos. Para
a extragao dos acaros, as amostras foram lavadas em uma solucao de agua + detergente (1%)
seguida por peneiramento. Este método consiste na submersao das folhas em uma solucao
detergente, agitacao para promover a liberagcao dos acaros presentes e peneiramento da solugcao
em uma bateria de peneiras com aberturas de 0,710 mm (24 mesh) e 0,038 mm (400 mesh),
nesta ordem. O material retido pela peneira de 400 mesh foi coletado e armazenado em frascos
plasticos, devidamente identificados, contendo alcool 70%. As amostras foram examinadas sob
microscopio estereoscopico (aumento de 40 vezes) e quando da deteccao de acaros eriofiideos,
estes foram montados em preparagdes microscopicas permanentes, usando o meio de Berlese
modificado, para posterior identificagdo taxondémica.

Resultados

Durante o periodo de monitoramento (jan. a dez. 2012) foram detectadas 10 amostras com a
presenca de A. tosichella: milho (4), azevém (2), trigo (2), aveia preta (1) e milha (1). O numero
de individuos encontrados foi baixo, maximo de 11 individuos por amostra (Tabela 2 e Figura 1).



Tabela 2. Hospedeiros em que foi detectada a presenca de Aceria tosichella (Keifer) no moni-
toramento de pardmetros de infestagcdo do acaro-do-enrolamento-do-trigo, Coxilha, RS, Brasil,
2012.

Amostra Latitude Longitude Data Hospedeiro Ne°. indiv.
17 -28 11° 15,08013” -52 19’ 28,98112” 17/01/2012 milho 3
769 -28 11’ 15,17264” -52 19’ 26,34486” 10/10/2012 trigo 1
772 -28 11° 13,97457” -52 19’ 27,62537” 10/10/2012 trigo 2
824 -28 11° 14,40297” -52 19’ 28,80364”  24/10/2012 azevém 1
826 -28 11’ 14,44617” -52 19’ 28,57000”  24/10/2012 azevém 11
844 -28 11°14,50737” -52 19’ 26,89025” 07/11/2012 milho 2
870 -28 11° 13,57859” -52 19’ 31,23182” 07/11/2012 milho 1
876 -28 11° 13,33378” -52 19’ 30,46863” 07/11/2012 milho 1
924 -28 11° 15,58377” -52 19'28,33384”  05/12/2012 aveia preta 1
930 -28 11° 13,81977” -52 19'27,35105”  05/12/2012 milha 6

Embora apenas, aproximadamente, 1% das amostras coletadas tenham sido positivas para o
acaro, estas detecgdes estado relacionadas com os periodos do ano em que as temperaturas sdo
mais altas (Figura 2). Este fato esta de acordo com os trabalhos de Coultts et al. (2008), Gillespie
(1997), Schiffer et al. (2009), Somsen e Sill (1970) que relacionam os periodos mais quentes do
ano como mais adequados para o desenvolvimento e disperséo de A. tosichella. Levando-se em
consideracao que: a) as populagdes de A. tosichella detectadas no campo sdo baixas, mas que
sua distribuicdo no Brasil esta ampliando para o norte, em direcao as regides mais quentes do
Parana; b) poaceas hospedeiras como aveia, azevém e milho podem sobreviver o ano inteiro no
campo (cultivadas ou voluntarias), servindo como pontes verdes para a dispersédo deste acaro;
e c¢) as condicoes de clima da regiao sul do Brasil ndo sao as ideais para o seu desenvolvimento
6timo, mas permitem a sua sobrevivéncia; regides triticolas com temperaturas amenas como no
norte do Parana e nos estados de Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Goias e Minas Gerais podem
se tornar criticas caso A. tosichella se estabeleca. Desta maneira, tanto estudos de parametros
de infestacao e dispersdo como o monitoramento de sua distribuicdo geografica em condicbes
brasileiras devem ser mantidos e estimulados de forma a acumular conhecimento para combater
preventivamente este patossistema.
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Introducao

Alguns acaros fitofagos da familia Eriophyidae podem assumir status de praga em
agroecossistemas por causarem danos diretos as plantas hospedeiras, devido a alimentacao
de coldnias numerosas; ou indiretos, devido a transmissao de fitopatégenos. Entre os acaros
vetores esta o acaro do enrolamento do trigo, Aceria tosichella Keifer, vetor de ao menos quatro
fitovirus (NAVIA et al., 2013). Entre os virus transmitidos por A. tosichella destaca-se o Wheat
streak mosaic virus (WSMV), um problema chave para a cultura do trigo, com altas taxas de
infeccao e causando sérias perdas na América do Norte, Eurasia e Oriente Médio (TSYPLENKOQV,;
SAULICH, 2008; VELANDIA et al., 2010). Na ultima década A. tosichella e os virus transmitidos
foram também detectados na Australia e na América do Sul, onde ja estao afetando importantes
areas triticolas (COUTTS et al., 2008; TRUOL,; SAGADIN, 2008).

O acaro do enrolamento do trigo, A. tosichella, tem sido tradicionalmente considerado como
uma unica espécie. Entretanto diversos autores tem levantado a hipétese de que, em realidade,
esse acaro represente um complexo de espécies cripticas e/ou linhagens biolégicas. O acaro
do enrolamento do trigo tem sido relatado infestando cerca de 80 gramineas (Poaceae) em 48
géneros (NAVIA et al., 2013). Por isso, é considerado uma excegao entre os eriofiideos, os quais
em sua grande maioria infestam uma Unica planta hospedeira. E possivel que, ao invés de A.
tosichella apresentar um amplo espectro de hospedeiros, cada uma das espécies no complexo
seja especializada em um grupo de gramineas hospedeiras. Gibson (1957), Del Rosario e
Sill (1965) e Slykhuis (1955) relataram a ocorrénia de linhagens de A. tosichella associadas a
plantas hospedeiras, baseada na performance ou capacidade de sobrevivéncia em diferentes
gramineas. Evidéncias da ocorréncia de linhagens de A. tosichella também foram obtidas durante
estudos de resisténcia de variedades de trigo e linhas de Aegilops tauschii Coss, assim como em
sua eficiéncia na transmissao de virus (HARVEY et al., 1995, 1999, 2001; MALIK et al., 2003;
SEIFERS et al., 2002). A constatacdo da ocorréncia de espécies cripticas em A. tosichella foi
possivel através da utilizacdo de marcadores moleculares, os quais representam ferramentas
poderosas para esclarecer problemas taxonémicos em Acarologia (NAVAJAS; NAVIA, 2010).
Carew et al. (2009), a partir de sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear, mostraram que A.
tosichella de trigo e varias outras gramineas hospedeiras na Australia consistiam em pelo menos
duas linhagens que poderiam representar espécies cripticas, ja que nao foram observadas
evidéncias de intercambio genético entre as mesmas.

A existéncia de um complexo de espécies em A. tosichella tem implicagbes para o0 manejo dos



patossistemas em que o vetor € um componente chave. Espécies cripticas podem apresentar
caracteristicas bioldgicas e ecologicas particulares, e podem requerer medidas de manejo
diferenciadas. No caso do acaro do enrolamento do trigo, diferentes espécies/linhagens podem
apresentar diferentes espectro de hospedeiros e taxas de crescimento em cada um deles;
diferencas na eficiéncia de transmissao dos virus associados e na relagdo com suas linhagens;
diferencas na susceptibilidade a materiais genéticos de cereais que vém sendo desenvolvidos
para resisténcia aos patossistemas (NAVIA et al., 2013). Por isso, é fundamental o conhecimento
sobre as linhagens/espécies do complexo A. tosichella presentes na América do Sul para a
definicdo de estratégias de manejo dos patossistemas que compde.

A caracterizagdo molecular de populacdes de A. tosichella da Argentina e do Brasil foi realizada
no escopo dos projetos "Monitoramento e diagnose do complexo Aceria tosichella e viroses
transmitidas (Wheat streak mosaic virus, High plains virus) no Brasil e avaliagdo da resisténcia
de cultivares para estimar o seu impacto na triticultura nacional (CNPg/MAPA/SDA N° 064/2008)"
e " Monitoramento e diagnose do complexo Aceria tosichella e virus transmitidos (Wheat
streak mosaic virus, High plains virus, Triticum mosaic virus) — contribui¢do brasileira para a
compreensao e manejo de um patossistema em expansao na América do Sul (Chamada 22/2011
- Cooperacgao Internacional Embrapa/INTA)". Esses estudos foram conduzidos como parte de
um esforco internacional para a caracterizacao de populagdes do acaro do enrolamento do trigo
de diferentes continentes. Dessa forma, os resultados obtidos nos projetos foram comparados
com os de populacbes da Europa, América do Norte, e Oceania, e publicados em Skoracka et
al. (2012) e Miller et al. (2013). O presente trabalho tem como objetivo resumir e integrar as
informacdes sobre a caracterizagao molecular de populagdes de A. tosichella da Argentina e do
Brasil, publicadas nos artigos citados. Sera também discutida a implicagdo dos resultados no
manejo da praga e virus transmitidos na Ameérica do Sul e apontadas linhas de pesquisa a serem
exploradas.

Material e Métodos

Foram caracterizadas populagbes de A. tosichella de uma localidade no Brasil (Passo Fundo,
RS), coletadas trés anos consecutivos; e de sete localidades na Argentina (Azul, Balcarce, La
Galia, Ingeniero Otamendi e Loberia, Provincia de Buenos Aires; Corral de Bustos e Marcos
Juarez, Provincia de Cordoba). Todas as populagbes estudadas foram coletadas em trigo. A
extracdo de DNA foi realizada para um espécime individualizado e também para um pool de 20
individuos, de acordo com protocolo utilizado por Navia et al. (2005).

No primeiro estudo, cujos resultados foram publicados em Skoracka et al. (2012), foram
analisadas sequéncias de um total de 25 populagdes. Além das populacdes da América do Sul,
foram incluidas populagdes da Australia, Franga, e Polbénia. Os acaros foram coletados em trigo
€ em mais cinco gramineas dos géneros Arrhenaterum, Bromus, Elymus e Hordeum. As regioes
do genoma sequenciadas foram: 1) Citocromo Oxidase | (COl) do DNA mitocondrial, amplificada
com os primers utilizados por Dabert et al. (2010), fragmentos de 605bp; 2) subunidade D2 do
28S, do DNA nuclear ribossomal, amplificada com os primers utilizados por Skoracka e Dabert
(2010) e Sonnenberg et al. (2007), fragmentos de 511bp; 3) regides Internal Transcribed Spacers
lell (ITS 1 e2), do DNA nuclear ribossomal, amplificada com os primers utilizados por Navia et al.
(2005), fragmentos de 900bp. Para as analises de variabilidade interespecifica foram utilizadas
sequéncias de Aceria tulipae Keifer e Aceria eximia Sukhareva.
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No segundo estudo, cujos resultados foram publicados em Miller et al. (2013), foram analisadas
sequéncias de um total de 58 populacoes. Além das populagdes da América do Sul, foram
incluidas populacdes da Australia, Estados Unidos, Franga, Polbnia, Siria, e Turquia. Além de
trigo e triticale, nesses paises foram obtidas amostras de 21 gramineas dos géneros Agropyron,
Arrhenaterum, Bromus, Cynodon, Dactylis, Digitaria, Elymus, Hordeum, Lolium, Panicum, Setaria,
Urochloa e Vulpia. As regides do genoma sequenciadas foram: 1) 16S do DNA mitocondrial,
amplificada com os primers utilizados por Carew et al. (2009), fragmentos de 400bp; 2) regides
Internal Transcribed Spacers | e Il (ITS 1 e 2), do DNA nuclear ribossomal, amplificada com os
primers utilizados por Navia et al. (2005), fragmentos de 900bp. 3) gene Adenine Nucleotide
Transporter (ANT), do DNA nuclear, amplificada com os primers utilizados por Carew et al.
(2009), fragmentos de 340bp. Para as analises de variabilidade interespecifica foram utilizadas
sequéncias de A. tulipae e Aceria guerreronis Keifer.

Em ambos estudos, as sequéncias foram alinhadas utilizando-se Clustal W implementado em
MEGAS5 (TAMURA et al., 2011) ou BIOEDIT ver 7.0.4 (HALL, 1999). Aidentificacao dos haplétipos
e o calculo das distancias genéticas entre sequéncias de nucleotideos foram realizados em
MEGA 4 e 5 (TAMURA et al., 2007, 2011). MrModeltest (NYLANDER, 2004) ou jModeltest ver.
0.1.1 (GUINDOM; GASCUEL, 2003) foram utilizados para escolha do modelo de substituicao de
nucleotideos para cada regido/gene. As analises filogenéticas foram conduzidas em MEGA 5
(NJ), PhyMI 3.0 (GUINDOM et al., 2010). As arvores filogenéticas, incluindo a de combinacdo dos
diferentes conjuntos de dados, foram geradas em MrBayes 3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK,
2003).Alémdisso,em Milleretal. (2013), aestimativado tempo de divergéncia (MCMC)foirealizada
em BEAST ver. 1.7.3 (DRUMMOND; RAMBAUT, 2007), e os testes para sinais filogenéticos,
para averiguar se as linhagens sdo mais proximas entre si devido ao compartilhamento de planta
hospedeira ou aleatoriamente, em Mesquite (MADDISON; MADDISON, 2011).

Resultados e Discussao

No primeiro estudo, publicado em Skoracka et al. (2012), as sequéncias das populagdes da
Ameérica do Sul resultaram em um unico haplétipo/variante para as regides COIl e D2, e estes
foram agrupados em um mesmo clado com populagdes de trigo da Polénia e de Bromus catharicus
da Australia. Diferentemente, entre as sequéncias ITS foram detectados dois variantes (I-1 e
I-2) entre as populagbes sul-americanas, os quais foram agrupados em dois clados genéticos
com alto suporte, junto aos de populagdes de trigo da Poldnia (I-1) e de trigo da Franga e
Australia (I-2).0s dois variantes da regiao ITS observados entre as populagdes da Argentina
e do Brasil correspondem as linhagens filogenéticas observadas por Carew et al. (2009). As
analises filogenéticas, baseadas em marcadores independentes (nucleares e mitocondriais),
nao suportam a monofilia das populagbes estudadas em Skoracka et al. (2012). Aceria tulipae,
uma espécie morfologicamente muito proxima a A. tosichella, reconhecida como uma espécie
biologicamente distinta associada a liliaceas, posicionou-se como grupo irmao, e nao como grupo
externo as populagbes estudadas. Em todas as arvores filogenéticas A. tulipae foi posicionada
entre as linhagens de A. fosichella, indicando que esse taxon pertence ao mesmo complexo
de espécies. As distancias genéticas observadas entre as populacdes estudadas, para os trés
marcadores, correspondem a distancias interespecificas, e ndo a variabilidade intraespecifica.
Os resultados do estudo confirmam a ocorréncia de um complexo de espécies em A. tosichella,
como observado por Carew et al. (2009), e evidenciam que as duas linhagens detectadas por
esses autores na Australia também estéo presentes em trigo na América do Sul e na Europa.



No segundo estudo, publicado em Miller et al. (2013), a regi&do mais variavel foi a mitocondrial
16S. Nas 58 populagdes estudadas foram identificados 26 haplétipos, sendo que quatro desses
foram encontrados na América do Sul (trés na Argentina e dois no Brasil). Para o gene ANT
foram identificados um total 21 variantes, sendo que dois foram encontrados na América do Sul,
comuns a Argentina e ao Brasil. Para a regido ITS foram identificados ao total 15 variantes, dois
dos quais presentes na América do Sul, também comuns a Argentina e ao Brasil. As arvores
filogenéticas dos trés marcadores estudados apresentaram estrutura similar, com a presenca de
dois clados genéticos ancestrais, da mesma forma observada por Carew et al. (2009) e Skoraka
et al. (2012), suportando a parafilia das populacdes estudadas e confirmando a ocorréncia de um
complexo de espécies.

A analise filogenética combinada dos trés marcadores mostrou que dez das 23 gramineas
hospedeiras estudadas apresentavam um unico haplétipo/variante associado, evidenciando
a especificidade hospedeira de diversas linhagens. As linhagens associadas ao trigo sao
relativamente recentes, e muitos desses haplétipos/variantes estdo presentes nas Américas,
Europa e Oceania. O haplétipo/variante 1, predominante na América do Sul, tanto no Brasil quanto
na Argentina, foi encontrado também associado a trés espécies de Bromus - B. catharticus,
B. diandrus, B. hordaceus-, a Lolium rigidum (azevém), e ao ftriticale. Além disso, nos clados
dos haplétipos associados ao trigo, outros haploétipos/variantes também estavam associados a
B. catharticus e L. rigidum. Esses resultados mostram que os haplétipos/variantes associados
ao trigo e triticale podem infestar também gramineas dos géneros Bromus e Lolium. O fato
desses haploétipos/variantes nao terem sido encontrados em outras gramineas pode indicar que
0 espectro de hospedeiros dos mesmos néo seja tdo amplo como relatado na literatura.

A determinacao do espectro de hospedeiros do haplétipos/variantes associado ao trigo e vetor
de viroses é fundamental para ado¢ao de medidas de manejo, pois esses devem ser eliminados
das areas de cultura ou arredores, para que nao sirvam como "ponte verde" entre duas safras,
por poderem abrigar populag¢des do vetor. No Brasil, além do trigo, foram listadas 17 gramineas,
de 14 géneros, como hospedeiras de A. tosichella. Entre essas estao duas espécies de Bromus
e Lolium multiflorum. E possivel que os haplétipos/variantes associados ao trigo e vetores dos
virus ndo tenha como hospedeiras reprodutivas todas as gramineas listadas como hospedeiras.
Para esclarecer essa questdo teria sido necessario realizar a caracterizacdo molecular das
populacbes associadas a todas as plantas hospedeiras, mas isso nao foi possivel devido a
dificuldade de coleta de material bioldgico dessas outras gramineas hospedeiras para as analises
moleculares. A partir dos resultados até entdo obtidos, pode-se considerar que os haplétipos/
variantes associados ao trigo no Brasil e Argentina podem infestar também gramineas dos
géneros Bromus e Lolium. Portanto, no manejo cultural do patossistema essas plantas devem
ser eliminadas das areas de plantio e bordas. Para que esse conhecimento seja ampliado,
sera importante investir na caracterizacao das populagdes que infestam outras gramineas na
Ameérica do Sul. Também seria interessante a manutencao de coldnias e estudos de biologia de
A. tosichella em outras gramineas.

De acordo Schiffer et al. (2009), nos experimentos de transmissdao de WSMV pelas duas
linhagens de A. tosichella associadas ao trigo (CAREW et al., 2009), somente WCM2 transmitiu
o virus em condi¢cdes controladas. Essa linhagem vetora corresponde aos haplétipos 1 e 3
(analise combinada em Miller et al., 2013), os quais sdo dominantes da América do Sul, tanto
no Brasil quanto na Argentina. Hein et al. (2012) avaliaram diferengas genéticas e eficiéncia de
transmissao de dois virus - WSMV e High plains virus (HPV) - entre populacdes de A. tosichella
dos EUA e comparou as sequéncias ITS das mesmas com as populacdes da Australia. Nos EUA
também foram encontradas as duas linhagens principais do acaro, as quais correspoderam as
identificadas por Carew et al. (2009), na Australia. Esses autores observaram que ambas as
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linhagens s&o vetoras, mas a eficiéncia de transmissdo do dois virus foi diferente entre elas.
Portanto, pode-se considerar que ao menos duas espécies do complexo A. tosichella capazes
de transmitir virus estdo presentes na América do Sul. Sera necessario caracterizar e avaliar a
eficiéncia vetora das demais espécies do complexo A. tosichella, associadas a outras plantas
hospedeiras, na transmissao de diferentes virus.

A ocorréncia dos mesmos haplétipos/variantes de A. fosichella associadas ao trigo e vetoras
de fitovirus nos diferentes continentes suporta a importancia de esforgos internacionais para
avancar na definicdo de medidas eficientes de manejo e para minimizar as perdas ocasionadas
pelo(s) patossistema(s) A. tosichella e virus transmitidos.
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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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Resumo 12

Caracterizagao biolégica e molecular de isolados de Wheat streak
mosaic virus no Brasil

Talita Bernardon Mar’, Douglas Lau?, Jurema Schons’ e Paulo Roberto Valle da Silva Pereira?

'"Universidade de Passo Fundo, BR 285, Sao José, CEP: 99052-900, Passo Fundo-RS,
Brasil.2Embrapa Trigo, BR 285, km 294, CEP 99001-970, Passo Fundo- RS, Brasil.

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).




Resumo 13

Reacao de cultivares brasileiras de trigo ao Wheat streak mosaic virus
Douglas Lau' e Paulo Roberto Valle da Silva Pereira’

Embrapa Trigo, BR 285, km 294, CEP 99001-970, Passo Fundo- RS, Brasil.

Introducao

O virus do mosaico estriado (Wheat streak mosaic virus WSMV - Potyviridae, Tritimovirus) foi
recentemente detectado no Brasil (MAR et al., 2013). Em paises em que ocorrem epidemias
em lavouras de trigo os danos a produg¢ao podem atingir 100% (HADI et al., 2011). No Brasil, o
acaro vetor Aceria tosichella foi relatado em 2006 no noroeste do Rio Grande do Sul e desde
entdo tem havido ampliagdo da sua area de ocorréncia (NAVIA et al., 2013). Apesar disto ndo
tem ocorrido epidemias de mosaico estriado nas lavouras brasileiras. Este trabalhou objetivou
avaliar a resisténcia de genétipos de trigo brasileiros ao WSMV o que permite ao mesmo tempo
esclarecer se o fator hospedeiro tem impedido a ocorréncia de epidemias de mosaico estriado
e por outro levantar o potencial de dano deste virus no Brasil. Foram avaliadas as cultivares do
ensaio do Ensaio Estadual de Cultivares de Trigo do Rio Grande do Sul (EECT-RS) em 2012 que
representam a maior parte dos genétipos em uso na regidao de maior ocorréncia de A. tosichella.

Material e Métodos

Foram avaliadas 37 cultivares de trigo: 32 cultivares do EECT-RS 2012 e cinco cultivares (BRS
Timbaulva, Embrapa 16, BR 14, BR 35 e BRS Guabiju) rotineiramente utilizadas em trabalhos com
viroses de trigo. Destas BRS Timbauva, Embrapa 16 e BRS Guabiju ja haviam sido previamente
avaliadas como suscetiveis ao WSMV (MAR et al., 2013). O isolado viral utilizado, denominado
915 (GenBank: KC152463), é originario de trigo coletado em Passo Fundo em 2011 (S28 13'
49,89000"; 052 24' 15,99000"). O indculo viral mantido congelado a -20 °C foi multiplicado em
plantas de trigo cv BRS Guabiju. O ensaio foi realizado em condi¢gbes de camaras de crescimento
de plantas da Embrapa Trigo entre novembro e dezembro de 2012. As cultivares de trigo foram
semeadas em 19 de novembro de 2012 em copos plasticos (capacidade de 700 mL), cultivando-
se cerca de 10 plantas por vaso. A inoculagao ocorreu em trés de dezembro (estadio de
afilhamento). Para a preparacao do inéculo, folhas de BRS Guabiju infectadas foram maceradas
em tampéao fosfato de potassio (0,2M, pH 7). As plantas a serem inoculadas foram pulverizadas
com celite e esfregou-se o inéculo sobre as folhas de trigo. A avaliagao visual dos sintomas foi
realizada 14 dias apds a inoculagao, quando também foram colhidas folhas para DAS-ELISA. O
DAS-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi realizado utilizando anti-soros da Agdia
(www.agdia.com) especificos para WSMV diluidos em uma proporgao de 1:200 (v/v).

Uma estimativa dos danos aos componentes de rendimento causados por WSMV foi realizada
para a cultivar BRS Guabiju. Plantas dessa cultivar, conduzidas e inoculadas como descrito
acima foram transplantadas para vasos com capacidade de 7 litros e conduzidas até o final de
ciclo. O dano a estatura de planta, a massa da parte aérea, massa de raiz, comprimento de raiz,
numero de graos e peso total de graos foi estimado por comparagao entre o conjunto de plantas
inoculadas (l) e de plantas nao inoculadas (NI) conforme a formula: Dano% = (NI - 1)/(N1)*100.
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Resultados e Discussao

Todas as cultivares brasileiras de trigo avaliadas sdo suscetiveis ao WSMV, pois exibiram
sintomas e foram soropositivas. Os sintomas eram evidentes duas semanas apoés a inoculagao.
Houve variacao na intensidade dos sintomas. Os sintomas mais brandos eram de mosaico, e
os sintomas mais severos eram expressos na forma de um forte amarelecimento (Tabela 1).
Embora tenha ocorrido variagao significativa de absorbancia no DAS-ELISA, todas as cultivares
obtiveram valores de ABS (405nm) superior ao controle positivo e 2,5 vezes superior ao controle
negativo (Figura 1). Nao houve relacao evidente entre o tipo e severidade de sintomas e valores
de Absorbancia.

A cultivar BRS Guabiju quando infectada por WSMV exibiu inicialmente riscas esbranqui¢cadas
nas folhas. Este sintomas progrediram para um mosaico generalizado, que posteriormente
resultaram em amarelecimento das folhas. As plantas inoculadas em relacédo as nao inoculadas
apresentaram uma reducao média de 46% da estatura, 40% no numero de espigas, 73% na
massa seca da parte aérea, 80% da massa de raizes, 70% do numero de graos e 76% do peso
total de gréos.

O fato de o conjunto de cultivares mais empregadas nas areas com ocorréncia de A. fosichella
no Brasil serem suscetiveis ao WSMV indica que a auséncia de epidemias da virose no Brasil
provavelmente ndo se deve ao fator hospedeiro. A resisténcia ao vetor ndo foi testada e,
portanto, ndo pode ser excluida, mas os recorrentes surtos de A. tosichella em trigo em casas de
vegetacao sugerem que o trigo brasileiro permite boa multiplicagdo do acaro. Assim, é possivel
que as condicoes de clima do sul do Brasil ndo sejam favoraveis ao vetor. A despeito disso, caso
condi¢bes epidemioldgicas favoraveis venham a ocorrer, o potencial de dano estimado por este
trabalho é alto posto que as cultivares empregadas sao suscetiveis.
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Tabela 1. Reacao de cultivares brasileiras de trigo ao WSMV

Fundacep Horizonte

Fundacep Bravo

Cultivar Sintomas Nota
BRS 327 Amarelecimento 4
CD 124 Mosaico 4
BRS Guamirim Mosaico 4
BRS 329 Mosaico 4
CD 121 Mosaico 4
TEC Triunfo Mosaico 4
BRS Timbauva Mosaico 4
TBIO ltaipu Mosaico 7
BR 14 Amarelecimento 7
TBIO Tibagi Mosaico 8
CD 114 Mosaico/Amarelecimento 8
BRS Guabiju Mosaico/Amarelecimento 9
Embrapa 16 Mosaico 9
TBIO Pioneiro Mosaico 9
CD 122 Mosaico/Amarelecimento 9
TBIO Alvorada Mosaico 10
BR 35 Mosaico 10
CD 1550 Mosaico/Amarelecimento 10
Ametista Mosaico 1
Quartzo Mosaico 12
Mirante Mosaico/Amarelecimento 12
TBIO Mestre Mosaico 12
Marfim Mosaico 12
Turqueza Mosaico 12
TBIO Sinuelo Mosaico 12
TEC Frontale Mosaico/Amarelecimento 12
BRS 331 Mosaico/Amarelecimento 12
CD 123 Mosaico/Amarelecimento 13
BRS 328 Mosaico/Amarelecimento 13
JF90 Mosaico/Amarelecimento 14
TBIO Iguagu Mosaico/Amarelecimento 16
Fundacep Raizes
Topazio
TBIO Seleto
TEC Vigore
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Figura 1. DAS-ELISA para diagnostico de WSMV em cultivares do Ensaio Estadual de Cultivares
de Trigo do Rio Grande do Sul em 2012. Passo Fundo, 2012.

Controle

Figura 2. Sintomas de mosaico estriado causado por WSMV em BRS Guabiju. Passo Fundo,
2012. A - Comparativo entre plantas com virus (esquerda) e sem virus (direita). B - Detalhes dos
sintomas nas plantas com virus.
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Resumo 14

Desenvolvimento de métodos eficientes de deteccao para WSMV e
HPV para uso de estagdes quarentenarias

Marcio Martinello Sanches’ e Thais Pereira Martins’

'Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Parque Estagéo Bioldgica, final W5 Norte, Cx.
Postal 02372, 70.770-917, Brasilia, Brasil.

Introducgao

O Laboratério de Quarentena Vegetal do Cenargen tem recebido grande quantidade de
amostras trigo de alto risco, oriundas de paises como Argentina, Estados Unidos e México onde
0 patossistema Aceria tosichella e virus transmitidos esta plenamente estabelecido. Além de
receber amostras de germoplasma de milho que podem eventualmente conter esses virus. As
analises quarentenarias para virus sao realizadas através do plantio de sementes em casa-de-
vegetacdo quarentenaria para observagdo de sintomas e coleta de folhas para inoculagédo em
gama de hospedeiros, testes soroldgicos (ELISA) com kits comerciais e testes moleculares (RT-
PCR). Como o patossistema nao esta estabelecido no Brasil, € necessario aprimorar e validar
essas etapas da analise quarentenaria em condi¢des brasileiras, principalmente devido a baixa
taxa de transmissao desses virus por sementes (0,2 a 0,5% para WSMV e 0,016% para HPV)
(JONES et al., 2005; LEBAS et al., 2005) dificultando a deteccao dos mesmos em lotes de
sementes importadas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e otimizar métodos
para diagndstico de WSMV e HPV para utilizagdo em estagdes quarentenarias.

Material e Métodos

Foram utilizados dois isolados de WSMV coletados em Passo Fundo-RS e dois isolados de HPV
coletados na Argentina (Cérdoba e Buenos Aires). O RNA das plantas infectadas foi extraido na
EmbrapaTrigoe INTA-Argentina, bemcomoasintese de cDNAviral. Osisolados foram amplificados
por PCR com oligonucleotideos especificos (LEBAS et al., 2005; MAR, 2012), o produto de
PCR clonado em plasmideo pGEM-T easy (Promega) e enviados ao Laboratério de Quarentena
Vegetal do Cenargen. Os testes de otimizagcao para PCR convencional foram realizados com os
seguintes oligonucleotideos: WSMV-F/WSMV-R (MAR, 2012) e SB104/SB105 (JONES et al.,
2005) para WSMV; HPV-F1/HPV-R1 (LEBAS et al., 2005) para HPV e TaActinF/TaActinR (MAR,
2012) para o gene da actina do hospedeiro (controle endégeno). Foram utilizados os plasmideos
recombinantes na diluicdo 102 para os testes especificos para WSMV e HPV e cDNA de plantas
de trigo para o teste de controle enddégeno. Foram testadas concentragcdes de MgCI2 variando
de 1,5 a 4,5 mM e temperaturas de anelamento variando de 50 a 60°C. Os produtos de PCR
foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose corados com GelRed (Biotium). As
condigbes otimizadas das reac¢des para WSMV e HPV foram testadas em dilui¢des seriadas dos
plasmideos de 10" a 10"°. Métodos para diagnose através de real-time PCR utilizando o corante
fluorescente SYBR Green foram desenvolvidos para WSMV, HPV e controle endégeno. Foram
desenhados os oligonucleotideos HPVFW414 (5 GAG TGC TGG TTT TTC TAA GGA GCA CA
3’ e HPVREV565 (5’ CTG ACC ATA GGT GCC ACA AGG TCT GA 3’) para HPV. Para WSMV
foram utilizados os oligonucleotideos SB104/SB105 descritos por Jones et al. (2005) para PCR
convencional. Para todas as reagdes foi utilizado o kit SYBR Green Master Mix numa plataforma
Rotor Gene 5plex HRM (Qiagen). A concentracéo de oligonucleotideo foi otimizada para cada



teste e as estas condi¢oes foram testadas em dilui¢des seriadas dos plasmideos em triplicata de
102a 10'°. Para a diagnose diretamente a partir de sementes, a extragdo do RNA foi comparada
utilizando-se o método descrito por Sangha et al. (2010) com diferentes pesos de sementes e
também os kits comerciais Rneasy (Qiagen) e Trizol (Invitrogen). Foram utilizadas sementes
das cultivares de trigo BRS Guabiju, BRS Guamirim, BRS Timbauva e Embrapa 16; de ftriticale
BRS Ulisses e BRS Saturno; de milho e soja. A concentracao e a qualidade do RNA extraido foi
checada em espectrofotdbmetro nanodrop (Thermo Scientific) e através da amplificagdo do gene
da actina por RT-PCR.

Resultados e Discussao

As melhores condigbes de amplificagdo por PCR convencional para os conjuntos testados estéo
descritas na tabela 1. Estas condi¢cdes permitiram a amplificacdo até a diluicdo de 10"° para o
conjunto WSMVF/WSMVR, de 10 para o conjunto SB104/SB105 e de 10® para o conjunto
HPV-F1/HPV-R1 (Figura 1). O método desenvolvido para diagnose por real-time PCR com SYBR
Green para HPV mostrou eficiéncia de amplificacao de 0,99 (Figura 2a), amplificando os isolados
até a diluicdo de 10%. A analise da curva de melting mostrou a presenga de apenas um pico,
demonstrando a especificidade do método. Nao ocorreu a amplificacdo em amostras de trigo
sadias. Para WSMV foi desenhando um par de oligonucleotideos para real-time PCR, porém
ocorreu amplificacdo em amostras sadias (dados ndo mostrados). Desta forma, utilizou-se o
conjunto SB104/SB105 desenvolvido para PCR convencional. O conjunto mostrou eficiéncia de
amplificacdo de 0,99 amplificando os isolados até a diluicdo de 10° e também com apenas
um pico na curva de melting (Figura 2b). No entanto, comparado a outros ensaios de real-time
PCR e também aos resultados obtidos com PCR convencional, a sensibilidade do método ficou
abaixo do esperado, provavelmente pelo tamanho do fragmento amplificado de cerca de 400
bp, acima do recomendado para ensaios de real-time PCR. Ambos os ensaios de real-time PCR
foram otimizados com concentragao final de cada oligonucleotideo 0,5 uM. O método descrito
por Sangha et al. (2010) mostrou-se mais eficiente para extracdo de RNA diretamente a partir
de sementes. Para sementes de soja e milho o peso de 0,5 g de sementes foi suficiente para
garantir bom rendimento de RNA, embora para soja o peso de 1,2 g de sementes aumentasse
o rendimento para 654 ng/ul. Para trigo obteve-se melhores resultados com 1,0 g de sementes
da cultivar BRS Guamirim seca (53,9 ng/ul) e com 1,2 g de sementes da cultivar BRS Guabiju
previamente umedecida (157,3 ng/ul). Para triticale o melhor resultado foi com 1,0 g de sementes
de BRS Ulisses seca (164,8 ng/ul). A qualidade do RNA, mensurada através da razdo A260/A280
apresentou valores préximos a 2,00 indicando auséncia de contaminacao por proteinas. O RNA
das sementes foi testado em RT-PCR para o gene da actina, apresentando amplificagdo em torno
de 500 bp como esperado. Apesar de nao se obter sementes contaminadas com HPV e WSMV,
testes com o RNA de sementes de soja infectadas com Soybean mosaic virus resultaram em
detecgéo deste virus através de RT-PCR convencional e real-time PCR (dados nao mostrados).
Os testes especificos para WSMV e HPV otimizados serdo validados conforme metodologia
preconizada pela European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO).

Referéncias

JONES, R.A.C.; COUTTS, B.A.; MACKIE, A. E.; DWYER, G. |. Seed transmission of Wheat streak mosaic
virus shown unequivocally in wheat. Plant Disease, St. Paul, v. 89, n. 10, p. 1048-1050, 2005.

61



62

LEBAS, B. S. M.; OCHOA-CORONA, F. M,; ELLIOTT, D. R.; TANG, Z.; ALEXANDER, B. J. R. Development
of an RT-PCR for High Plains virus indexing scheme in New Zealand post-entry quarantine. Plant Disease,
St. Paul, v. 89, n. 10, p. 1103-1108, 2005.

MAR, T. B. Ocorréncia e caracterizagao do Wheat streak mosaic virus no Brasil. 2012. 112 f.
Dissertagao (Mestrado em Fitopatologia) — Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade
de Passo Fundo, Passo Fundo.

SANGHA, J. S.; GU, K.; KAUR, J.; YIN, Z. An improved method for RNA isolation and cDNA library
construction from immature seeds of Jatropha curcas L. BMC Research Notes, v. 3, n. 126, p. 6, 2010.

Tabela 1. Condi¢des otimizadas para oligonucleotideos especificos para WSMV, HPV e gene da
actina.

Par de oligonucleotideo Conc. de MgCl, (mM) Temp. de anelamento (°C)
WSMVF/WSMVR 2,25 57
SB104/SB105 1,5 57
HPV-F1/HPV-R1 1,5 50
TaActinF/TaActinR 4,5 50
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M: Marcador 1Kb plus ladder. Diluicido realizada em incrementos de 10.

Figura 1. Padrao eletroforético do PCR convencional usando diluicao seriada com plasmideos
recombinantes. A - WSMVR/WSMVF; B - SB104/SB105.
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Resumo 15

Probabilidade de estabelecimento do Acaro do Enrolamento do Trigo,
Aceria tosichella Keifer, no Brasil
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Introducao

O acaro do enrolamento do trigo, Aceria tosichella Keifer (Prostigmata: Eriophyidae), é vetor de
quatro importantes virus fitopatogénicos que causam perdas em culturas de cereais, o Wheat
streak mosaic virus (WSMV), o High plains virus (HPV), o Brome streak mosaic virus (BrSMV) e
o Triticum mosais virus (TriMV) (NAVIA et al., 2013). Alguns aspectos relacionados a bioecologia
de A. tosichella favorecem a disseminagao dos virus: elevada capacidade de reproducao (sob
condigOes ideais de temperatura, trés milhdes de individuos podem ser gerados em dois meses);
necessidade de um curto periodo de tempo para o acaro adquirir o virus e tornar-se transmissor;
alimentacdo em diferentes culturas de cereais, tendo mais de 90 gramineas hospedeiras; alta
capacidade de dispersao dentro de uma area ou regido (SCHIFFER et al. 2009; NAVIA et al.,
2013).

A primeira detecgdo do acaro do enrolamento do trigo na América do Sul foi na Argentina, em
2004, em plantas de trigo infectadas por WSMV (NAVIA et al., 2006). No Brasil, o acaro foi
encontrado pela primeira vez em 2006, no estado do Rio Grande do Sul, em plantas de trigo
(PEREIRA et al., 2009). Provavelmente, a entrada de A. tosichella no estado do Rio Grande
do Sul se deu pela acao dos ventos ou por transporte humano nao intencional. No pais, o virus
WSMV foi detectado em cultivos de trigo no Rio Grande do Sul (MAR et al., 2013), entretanto,
infeccdes severas em campo ainda nao foram detectadas.

Aindicacao de areas onde o acaro apresenta maior probabilidade de estabelecimento no territério
brasileiro é extremamente importante tanto para a priorizagcado de areas para o monitoramento
de ocorréncia do patossistema quanto para a definicao de medidas que minimizem seu impacto
no pais. Este trabalho teve como objetivo estimar a probabilidade de estabelecimento de A.
tosichella no Brasil utilizando dois diferentes modelos de nicho ecolégicos.

Material e Métodos

Foram utilizados dois modelos de nicho ecolégico, GARP (Genetic Algorithm for Rules set
Production) with Best subsets — Desktop implementation e Maxima Entropia (rodados em
programas diferentes, openModeller 1.1.0 e Maxent 3.3.3k, respectivamente). No modelo GARP
foram utilizadas as seguintes configuragbes das regras: Propor¢do de ocorréncias para teste
[50], Total de execucgbdes [20], Limite maximo de erros de omissao [100], Modelos sob limite de
omissao [20], Limite de comisséao [50], Tamanho da amostra de erro de comissao [999], Numero
maximo de linhas [1], NUmero maximo de geracdes [400] Limite de convergéncia [0,01], Tamanho
da populacao [50], Amostragem de pontos usados no teste de regras [2500] (ANDERSON et
al., 2003). Para o modelo de Maxima Entropia foram utilizadas as regras: Auto caracteristicas
(caracteristicas dependentes do tamanho da amostra), saida em formato logistico, geracoes



aleatédrias, cinco repeticdes com validagdo cruzada, valor de regularizacédo [1], Maximo de
interacdes [2000], Limite de convergéncia [10-5], numero de maximo de pontos em background
[20000] e método Jackknife para estimar quais as variaveis sao as mais importantes para o
modelo.

Foram utilizados 329 pontos de presencga do acaro distribuidos em 32 paises nos continentes
Americano, Europeu, Africano (presenca do virus transmitido por A. tosichella, Asiatico e Oceania
(NAVIA et al., 2013). Estas informacbes foram retiradas de publicagdes cientificas que citam
a coleta de A. tosichella ou a presenga dos virus que o acaro transmite. Foram utilizadas as
coordenadas de coleta (latitude, longitude) e quando as coordenadas nao foram citadas foram
utilizados os nomes dos lugares de coleta e, por meio da ferramenta Google Earth, foram
encontradas as coordenadas aproximadas para estes locais. Nao foram utilizadas informacoes
de publicagdes que néo apresentavam detalhes dos locais ou regides de coleta.

Os pontos de presencga do acaro no Brasil ndo foram utilizados, porque apesar de relatado no
Brasil o acaro nao apresenta elevadas populacdes e nao foram relatados problemas no campo
com estes acaros e os virus transmitidos, desta forma, a utilizagdo desses pontos de presenca
forgcaria os modelos a elevar a probabilidade de estabelecimento no territério brasileiro.

Os dados climaticos utilizados foram Temperatura maxima, média e minima, Precipitacao, Altitude
e os dados Bioclimaticos, BIO1 a BIO19 (WORLDCLIM..., 2013).

Para apadronizagao dos resultados dos dois modelos testados a probabilidade de estabelecimento
foi dividida em seis classes para facilitar a comparacao e o entendimento dos mapas (MARCAL
et al., 2013). A essas classes foi estabelecido um comportamento padrao para a dindmica da
populacao da praga. Aclasse 1 (0% de probabilidade) corresponde a areas onde a praga nédo pode
se estabelecer, mesmo que ocorra sua entrada nesta area; a classe 2 (até 20% de probabilidade)
corresponde a areas onde a praga pode se estabelecer sobrevivendo em alguns meses do ano
e necessitando de constante reentrada de individuos para manutencao das populagdes; a classe
3 (até 40% de probabilidade) corresponde a areas onde a praga pode se estabelecer, porém,
seu desenvolvimento € lento e as populagdes sao baixas, nao causando danos; a classe 4 (até
60% de probabilidade) corresponde a areas onde a praga pode se estabelecer e desenvolver
com limitagdes, ocasionando danos nos periodos com condigdes climaticas favoraveis; a classe
5 (até 80% de probabilidade) corresponde a areas onde a praga pode se estabelecer e tem
condigbes climaticas favoraveis para desenvolvimento, ocasionando danos; e a classe 6 (até
100% de probabilidade) corresponde a areas onde a praga pode se estabelecer e tem condi¢cdes
climaticas étimas para seu desenvolvimento, podendo ocasionar “outbreaks”.

Resultados e Discussao

Nos mapas dos dois modelos testados (Figura 1-A, B) a Regiao Sul do Brasil apresenta probabilidade
de estabelecimento de A. tosichella. Observa-se, entretanto, que no modelo GARP a probabilidade
esta nas classes alta e muito alta, enquanto que no modelo de Maxima Entropia a probabilidade
esta nas classes muito baixa e com alguns pontos nas classes baixa e média o que condiz com
as pequenas e isoladas populacdes de acaros encontradas, até o momento, na Regiao Sul (vide
resumo anterior sobre o mapeamento da distribuicdo geografica de A. tosichella no Brasil).

Os resultados obtidos através do modelo GARP sugerem que o acaro do enrolamento do trigo e
os virus associados poderao ter impacto sobre a cultura do trigo, visto que a Regiao Sul constitui a
principal regido triticola do pais. No modelo de Maxima Entropia para as areas que apresentaram
baixa ou média probabilidade de estabelecimento, é dificil prever se os virus transmitidos por A.
tosichella poderao se dispersar e assumir relevancia, pois nao ha informacgbes precisas sobre o
tamanho da populagéo do vetor para que ocorram epidemias.

Além do fator climatico, a dispersdo e o estabelecimento do acaro na Regido Sul do Brasil
dependem de outras condi¢cbes que nao foram quantificadas na elaboracdo dos mapas, como
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a presenca e continuidade de plantas hospedeiras durante todo o ano, e a presenca barreiras
naturais para a dispersao do acaro, como rios e serras.

Os resultados apresentados para a Argentina e Uruguai, em ambos os modelos GARP e
Maxima entropia, estdo de acordo com as informagdes de ocorréncia de A. fosichella e/ou virus
associados nesses paises. Na Argentina, as regides centro-leste, ao sul de Buenos Aires, e a
regiao de Cordoba, ao norte de Buenos Aires, apresentaram as classes de probabilidade alta e
muito alta para o estabelecimento do acaro, o que corresponde a regides que tem apresentado
problemas com infesta¢cdes dos virus WSMV e HPV, chegando a 100% de perdas (TRUOL;
SAGADIN, 2008a, 2008b).

Esses resultados iniciais apontam a necessidade de uma maior investigagdo para esclarecer a
real possibilidade de A. tosichella ocasionar danos no Brasil. Alguns fatores s&o importantes na
analise desses resultados e para as investigacdes futuras:

1. € necessario trabalhar com outras informagdes e ajustes para melhorar a acuracia dos mapas
nos modelos GARP e Maxima entropia, como por exemplo a obtencao de dados climaticos de
um maior numero de estagdes meteoroldgicas e posterior ajuste de alguns parametros utilizados
nos modelos;

2. trabalhar nos modelos GARP e Maxima entropia atribuindo um peso para cada ponto de
presenga do acaro, considerando que para cada regido onde ele é relatado os niveis de infestagéo
e danos ocasionados sao diferentes;

3. realizar testes com outros modelos de distribuicido de espécies, que trabalham com dados
biolégicos, por exemplo Climex, sendo necessario obter dados mais detalhados da biologia e da
dindmica populacional do acaro, em laboratério e campo;

4. o resultado do modelo ndo pode ter muito elementos que sejam restritivos a delimitacao da
distribuigcdo da espécie, porque espécies invasoras, em geral, tem grande plasticidade climatica
e de hospedeiros.
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Figura 1. Probabilidade de estabelecimento de Aceria tosichella Keifer no Brasil.
A - Mapa utilizando modelo GARP with Best subsets — Desktop implementation (Genetic
Algorithm Rules) no programa opeModeller 1.1.0. B - Mapa utilizando modelo de Maxima
Entropia no programa Maxent 3.3.3k.
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