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Resumo 10
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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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