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RESUMO

Com o objetivo de conhecer as ateragBes metabdlicas promovidas pelo Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMV),

um dos virus economicamente mais importantes da cultura do trigo (Triticum aestivum), foram analisados os niveis de
proteinas solUveis e determinadas as atividades da peroxidase e da protease em quatro cultivares (BRS Guabiju, BRS 194,
BRS 179, BR 23) e uma linhagem (PF 980524) de trigo com diferentes nivels de resisténcia ao virus. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia, comparando-se as médias, pelo Teste de Duncan a 5%. Os niveis de proteinas
solUveis foram mais elevados nas plantas sem sintomas, enquanto que as atividades da peroxidase e da protease foram
maiores em plantas com sintoma de mosaico do que em plantas assintométicas. Além disso, pode-se constatar que quanto
maior a suscetibilidade do genétipo, maior o nivel de atividade da protease. Estes resultados sdo promissores para estudos
de inibicdo da protease para controle de viroses.
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ABSTRACT
Effect of the Soil-borne wheat mosaic virus on the metabolism of five wheat genotypes with different levels of
resistance to the disease

The objective of this study was to verify the metabolic aterations induced by Soil-borne wheat mosaic virus
(SBWMYV), one of the most economically harmful viruses infecting wheat (Triticum aestivum) farming. The study analyzed
the levels of soluble proteins and determined the activities of peroxidase and protease in four wheat cultivars (BRS Guabiju,
BR 23, BRS 179, BRS 194) and one line (PF 980524) with different levels of resistance to the virus. The data obtained
were submitted to analysis of variance, and averages were compared by Duncan’'s Test at 5%. Soluble protein levels were
higher in plants without symptoms, while peroxidase and protease activities were higher in plants with mosaic symptoms
than in assymptomatic plants. Moreover, it appeared that genotypes with high susceptibility to SBWMV have high protease
activity. These results could help in the design of future studies aimed at controlling the virus through inhibition of protease.

Additional keywords soluble proteins, peroxidase, protease, Furovirus.

INTRODUCAO

Otrigo (TriticumaestivumL.) cultivado no estado do
Rio Grande do Sul (Brasil) esta sujeito ao ataque de diversas
doencas, entre as quais se destacam a podriddo da semente,
podridédo radicular, mal-do-pé, oidio, ferrugens, helmintos-
porioses, septorioses e as causadas por virus, como o Barley
yellow dwarf virus (BYDV) e o Soil-borne wheat mosaic
virus (SBWMV), género Furovirus. O SBWMYV se destaca
como o agente causal de uma das mais importantes viroses
da cultura do trigo no Brasil. O SBWMV é naturalmente

*Parte da dissertacéo de Mestrado do primeiro autor, Agronomia— Area de
Fitopatologia, Universidade de Passo Fundo (2004). Bolsista capes
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transmitido através de zobsporos do fungo Polymyxa
graminisLed, (Caegtanoet al ., 1971). Ocorre, principa mente,
no planalto do Rio Grande do Sul e no Sul do Parana,
causando danos elevados no rendimento de gréos. Lavouras
inteiras podem estar infetadas embora a ocorréncia em
reboleirase/ou em linhas sejamaiscomum (Reiset al ., 1997).

A virose causada pelo SBWMYV foi primeiramente
observada em poucas plantas no municipio de Erval, no Rio
Grande do Sul, em 1968 e, posteriormente, foi constatada
em outros locais do estado. Em 1971, a expansdo da doenca
ja era alarmante, mostrada em levantamento realizado nas
nove regides triticolas do Estado, constatando-se sua
ocorréncia em 25 municipios (Prestes et al., 1972 apud
Caetano, 1982).
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Em trigo, ossintomasinduzidospelo SBWMV variam
do mosaico verde ap amarelo, ocorrendo mais facilmente
em plantas cultivadas em areas mais baixas e,
conseqiientemente, mais Umidas. Dessa forma, em fungdo
do amarelecimento em reboleiras, as areas infetadas sdo
reconhecidas de uma certa distancia, especialmente durante
extensos periodos de frio e alta umidade, mas os sintomas
tornam-se pouco visiveis quando ocorre a maturacdo das
plantas ou quando ha aumento da temperatura (Nyzaka et
al., 1979).

Os principais disturbios causados por virus nacélula
do hospedeiro podem ser atribuidos as modificacdes dasintese
protéica e, também, da atividade enzimética, especia mente
da peroxidase (Abu-Jawdah & Kummert, 1983).

O presentetrabal ho teve como abjetivo verificar dtera-
¢Oes no metabolismo de plantas de cinco gendtipos de trigo,
infetadascom o0 SBWMV, através das determinagdesdosniveis
de proteinas sol ivei s e das atividades da peroxidase e protease.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e local de execucéo

Foram utilizados cinco genétipos de trigo, com
diferentes niveis de resisténcia a0 SBWMV, sendo: BRS
Guabiju - moderadamente resistente; BRS 194 - resistente;
BRS 179 - moderadamente suscetivel; BR 23 - suscetivel;
PF 980524 - altamente suscetivel (Indicagdes Técnicas da
Comissdo Sul-Brasileira de Pesguisa de Trigo, 2003).

Amostras dos cinco gendtipos detrigo foram col etadas
em experimento conduzido na area experimental da Empresa
Brasileira de Pesguisa Agropecuaria - Embrapa Trigo, e as
andlisesforam realizadas no L aboratério de Virologia Vegetal
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
Universidade de Passo Fundo.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso
com trés blocos. Cada parcela constituiu-se de cinco linhas
de 5 m de comprimento, e com espagamento de 0,2 m entre
aslinhas.

Na semeadura foram distribuidas 330 sementes
viaveigm? e a adubacdo foi efetuada com 450 kg/ha da
formula NPK 5:25:25. A adubac&o de cobertura constou de
45 kg/ha de N, na forma de uréia. Os tratamentos
fitossanitarios foram realizados de acordo com o
recomendado paraaculturade trigo. Em cada parecela, 45
dias apos a emergancia das plantas, foram coletadas
aleatériamente cinco plantas com sintomas e cinco sem
sintomasdavirose. A identificacdo das plantas sintomaticas
foi feitavisualmente, tendo em vistaque os anti-sorostestados
por Elisa ndo apresentaram resultados satisfatorios.
Considerou-se infetadas com o SBWMV as plantas com
sintomas caracteristicos de mosaico, aliado a presenca de
esporos de resisténcia do P. graminis nas raizes. Também
das plantas assintométi cas confirmou-se a ausénciado vetor
no sistemaradicular.
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Deter minagdo da atividade da peroxidase

Para a determinagéo da atividade da peroxidase foi
utilizado o método descrito por Schons (1997).

O extrato enzimético foi obtido triturando-se 400 mg
detecido foliar fresco em 4 ml de tampao Fosfato de potassio
0,2 M pH 6,7 (gelado), seguido de centrifugacdo por 5mina
5600 g a4 °C.

O sistemade reacéo continha 0,1 ml do sobrenadante
do extrato enzimatico, 0,9 ml de tampao, 0,5 ml de solucdo
de perdxido de hidrogénio a 30% e 0,5 ml de solucdo de
diclorofenol e aminoantipirina (163 mg de diclorofenol +
81,3 mg de aminoantipirina em 100 ml de &gua destilada).
Os tubos de ensaio, contendo o sistema de reacdo, foram
mantidos em banho-maria a 30 °C por 5 min; a reacdo foi
interrompida pela adicdo de 2 ml de @cool etilico. A leitura
de absorbancia foi realizada imediatamente em
espectrofotdmetro a 505 nm. A atividade da peroxidase foi
expressaem nM de H,O, decomposto/min.mg de proteina.

Determinacdo da quantidade de proteinas solUveis

A quantidade de proteinas solUveis foi analisada no
extrato enzimético, descrito no item anterior, de acordo com
0 método de Bradford (1976).

O meio dereacdo continha0,1 ml de extrato enziméa
tico e 5 ml do reativo de Bradford. Ap6s repouso de 5 min,
realizaram-se as leituras de absorbéncia, em espectro-
fotdmetro a595 nm, as quaisforam comparadas com acurva
padrdo de caseina. Os resultados foram expressos em mg de
proteinas/g de matéria fresca (MF).

Deter minacdo da atividade da protease

A atividade da protease foi analisada usando caseina
como substrato, de acordo com o método descrito por Pai &
Gaur (1981).

Triturou-se em almofariz gelado contendo areia
previamente lavada, autoclavada e seca, 500 mg de tecido
foliar em 10 ml de tampéo fosfato de sddio 0,1 M, pH 6,0.
Centrifugou-se 210.000 g, durante 30 min, a4 °C, e utilizou-
se 0 sobrenadante para determinar a atividade da enzima.

O meio de reacdo continha: 1 ml de extrato
enzimético, 2 ml de solucgéo de caseinaa0,5% pH 6,0e3 ml
detampéo fosfato de sddio 0,1 M pH 6,0. O sistemadereacéo
foi incubado a 40 °C, em banho-maria, por 2 h. Apés esse
periodo, foram adicionados 2 ml de &cido tricloroacético a
15%, gelado.

A mistura foi resfriada em banho de gelo, para
compl eta precipitacdo da proteina, e centrifugada a 5.000 g
por 20 min. Aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para
reacdo colorimétrica com o reagente Folin-Ciocalteau. As
leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdmetro a 660 nm e comparadas com a curva
padréo detirosina. A atividade da protease foi expressaem
nmM detirosina. mg de proteina/min.

Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e
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as diferencas entre as médias comparadas pelo teste de
Duncan a 5%.

RESULTADOSE DISCUSSAO

De acordo como os dados da atividade especifica da
peroxidase referentes ainfeccdo com o SBWMYV (Tabelal),
pode-se observar que 0s cinco gendti pos de trigo mantiveram
a mesma tendéncia, ou seja, a atividade da peroxidase
aumentou em fungdo do aparecimento do sintomadadoenca.
As cultivares BRS 179, BR 23 e a linhagem PF 980524
apresentaram maior atividade da enzima, fato este que
pareceu estar associado aos niveis de resisténcia das plantas
a0 SBWMV. Estes resultados corroboram o observado por
Milicevic (1988), que relacionou a atividade da enzima ao
grau de resisténcia de plantas de beterraba (Beta vulgaris
L.) ao Broccoli necrotic yellow virus (BNYV), género
Cytorhabdovirus. A atividade da peroxidase apresenta-se
como um possivel indicador bioquimico de resisténcia a
diversas viroses, podendo ser utilizada em programas de
melhoramento genético de plantas.

De acordo com Nicolini (2002), plantas de aveia
(Avena sativa L.), infetadas com o BYDV, apresentaram a
atividade da enzima maior quando comparadas as plantas
sadias. Assim, varios autores relataram o aumento na
atividade da peroxidase em plantas infetadas por virus,
sugerindo a utilizag8o desta enzima como indicadora deste
tipo de estresse (Andreeva, 1989).

Diferencas significativas nos teores de proteinas
solUveis foram observadas quando comparou-se plantas sem
e com sintomas de mosaico (Tabela 2). Deum modo geral as
plantas sem sintomas apresentaram niveis maiores de
proteinas quando comparadas as com sintomas. Osresultados
demonstraram que a virose reduziu os niveis de proteinas
em todas as cultivares. Enquanto que Leal & Lastra (1984)
observaram o mesmo efeito em plantas de tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.) infetadas com Tomato
yellow mosaic virus, Schons et al. (1995) obtiveram
resultados diferentes quando utilizaram plantas de melancia
[Citrulluslanatus (Thumb.) Matsumy & Nakai] infetadacom
0 Papaya ringspot virus — type W. Esta diferenca nos
resultados, provavelmente, é devida ao tipo de relacdo que
cadavirustem com as plantas hospedeiras. Do mesmo modo,
guando folhas de Nicotiana tabacum L. sdo inoculadas com
o0 Tobacco mosaic virus, surgem lesdes locais e os niveis de
proteinas aparecem aumentados (Van Loon, 1970).

Osdados referentes a atividade da protease em folhas
de trigo com e sem sintomas de mosai co estdo apresentados
na Tabela 3. Os resultados evidenciaram diferencas
significativas nacomparacdo de plantas sem e com sintomas,
observando-se uma tendéncia de aumento na atividade
enzimaticanas plantas com sintomas. As maiores atividades
da protease foram observadas na cultivar BR 23 e na
linhagem PF 980524, devido, talvez, amaior suscetibilidade
destes gendtipos ao SBWMYV. Destaca-se que quanto mais
suscetivel €0 gendtipo ao virus, maior aatividade daprotease,
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TABELA 1 - Atividade da peroxidase (média de trés repeticdes),
em diferentes gendtipos de trigo (Triticum aestivum) com e sem
sintomas de mosaico induzida por Soil-borne wheat mosaic virus
(SBWMV)

Atividade da peroxidase
(1 M H,0, decomposto . min/mg de proteina)

Genétipo

comsintomas_ semsmtomas V02
BRS Guabiju A0,074 B 0,026 0,050 b
BRS 194 A 0,072 B 0,032 0,052 b
BRS 179 A 0,097 B 0,056 0,077 a
Trigo BR 23 A 0,096 B 0,064 0,080 a
PF 980524 A 0,095 B 0,046 0,070 a
Média 0,087 0,045
CV% 14,03

* M édias segui das damesmal etramintsculana colunae precedidas de mesma
letramailsculanalinha, ndo diferiram entre si pelo Teste de Duncan, a5%
designificancia

**CV = coeficiente de variagdo

TABELA 2 - Teores de proteinas solUveis (média de trés
repeticoes), em diferentes genétipos de trigo (Triticum aestivum)
com e sem sintomas de mosaico induzidos por Soil-borne wheat
mosaic virus (SBWMV)

Teores de proteinas

Genétipo (mg de proteinas/g de MF)

Plantas Plantas -

. . Média
com sintomas sem sintomas

BRS Guabiju B 7,62 B 7,93 777 ¢
BRS 194 B 895 A 981 938ab
BRS 179 B 837 A 996 9,17ab
Trigo BR 23 B 7,34 A971 853 be
PF 980524 B951 A 10,66 10,08 a
Média 8,36 9,61
CV% 10,63

*M édi as segui das damesmal etramintsculana colunae precedidas de mesma
letramaitsculanalinha, ndo diferiram entre si pelo Teste de Duncan, a5%,
designificancia

**CV = coeficiente de variagdo

podendo sua determinac8o ser utilizada na deteccéo de
suscetibilidade ao virus.

Conforme Estelle (2001), pouco se conhece sobre 0s
mecanismos regul atérios e aidenti dade das proteases vegetais.
Sabe-se, porém, que o periodo de atividade da maior parte
das proteinas é significativamente mais curto do que o tempo
de vidados organismos que aproduzem. Este fato € de extrema
importancia, pois assim as plantas conseguem, através da
protedlise, controlar aspectos da regulacdo como fotomor-
fogénese, ciclo celular, fotossintese, morte celular programada
e respostas de defesa.

Pesquisas sobre 0 mecanismo de resposta da planta
a0 virus tém revelado a indugédo de um grupo de proteinas
relacionada apatogénese, entre as quais destaca-se umaunica
proteina endoproteolitica ativa, ou sgja, uma protease (Vera
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TABELA 3 - Atividade da protease (média de trés repeticdes)
em diferentes gendtipos de trigo (Triticum aestivum) com e sem
sintomas de mosaico induzidos pelo Soil-borne wheat mosaic
virus (SBWMV)

Atividade da protease
(1M de tirosina/mg de proteina . min)

Genétipo Plantas Plantas .
com sintomas sem sintomas Média
BRS Guabiju A 0,0099 B 0,0075 0,008 b
BRS 194 A0,0110 B 0,0091 0,010 b
BRS 179 A0,0097 B 0,0077 0,008 b
Trigo BR 23 A0,0145 B0,0104 0,012a
PF 980524 A0,0169 B0,0108 0,013a
Média 0,012 0,009
CV% 14,66

* M édi as segui das damesmal etramintsculana colunae precedidas de mesma
letramaiGsculanalinha, ndo diferiram entre si pelo Teste de Duncan, a5%
designificancia

**CV = coeficiente de variagdo

& Conejero, 1988).

Resultados referentes a atividade da protease, quando
comparadas as plantas de tomateiro sadias e infetadas com o
Tomato mosaic virus (ToMV), género Tobamovirus,
demonstraram que a expressdo desta enzima foi maior nas
plantas com sintomas davirose (Wojahn 2003). No presente
estudo, as plantas com sintomas também apresentaram maior
atividade da protease em relacdo as sem sintomas.
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