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O Desafio da montanha

Olhe para o alto e veja sua montanha, a montanha que esta ai, dentro de vocé.
Sao imensos os desafios: 0 medo da solidao, a desconfianga, os conflitos, a duvida,
o desconhecido, a inseguranga, o compromisso, as tempestades que surgem no
horizonte.
Mas em vocé, bem dentro de vocé, ha forcas poderosas que precisam ser
despertadas, canalizadas.
Esta o divino em forma de entusiasmo, esta o humano em forma de ousadia, esta a
esperanca feita de entusiasmo e ousadia.
Olhe para o alto e ouse ser aquilo que vocé deseja ser.
Olhe para o alto e ouse ser alguém maior do que ja foi até agora.
Olhe para o alto e ouse ter grandes esperancgas, acreditando poder transformar
utopia em sonhos e sonhos em realidade.
Olhe para o alto e ouse fazer cada desafio um motivo para refor¢car em si o espirito
de luta, garra e determinagao de vencer.
Por isso, avance, esforce-se o mais que puder e, quando chegar ao topo, olhe para
baixo e sentira a satisfagcao de ter a montanha a seus pés.
Tera o prazer supremo da conquista e, no coragao, tera a alegria imensa de saber
que outros o seguirao para escalar outras montanhas.
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Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos deduzidos
do gene completo (276 pb) da proteina de ligacado ao RNA ("RNA
binding protein") do Grapevine virus D (GVD), isolados Dolc e
Garg, com o isolado italiano (Y07764), unica sequéncia homologa
disponivel no banco de dados GenBankK............cccccoeeeviviiieiieennnnnnn.

Alinhamento multiplo da sequéncia parcial de nucleotideos do gene
da replicase (106 pb) do Grapevine virus A (GVA), isolado da cv.
Italia (Pirovano 65), com outros doze isolados homologos desta
mesma espécie viral, além das sequéncias de oligonucleotideos e
da sonda empregadas na reacao de RT-PCR em tempo real e na
obtencdo deste fragmento (106 pb-GVA).........uviiiiiiiis
Alinhamento multiplo da sequéncia de nucleotideos do gene
incompleto (60 pb) da polimerase de RNA dependente de RNA
(RdRp) do Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1), isolado
da cv. Petit Syrah, com as sequéncias de oligonucleotideos e
sonda, além da regido homdloga de outros trés isolados desta
espécie viral depositados no banco de dados GenBank...................
Figura 30 - Alinhamento multiplo da sequéncia de nucleotideos do
gene incompleto (145 pb) da proteina HSP70 do Grapevine leafroll-
associated virus 1 (GLRaV-1), isolado da cv. Petit Syrah, com as
sequéncias de oligonucleotideos e sonda, além da regido
homdloga de outros trés isolados desta espécie viral depositados

Nno banco de dados GenNBaNK........coovenee oo
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RESUMO

DUBIELA, Carla Rosa, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2012.
Deteccdo por RT-PCR em tempo real (Tagman) e caracterizacdo molecular
parcial de virus que infectam a videira. Orientador: Eliezer Rodrigues de Souto.
Coorientador: Thor Vinicius Martins Fajardo.

Nos ultimos anos, o Brasil tem se destacado na producdo de uvas, seja para
consumo in natura ou para processamento. Contudo, a ocorréncia de doencgas é
sempre mencionada como uma das ameacas a viticultura, pois pode ocasionar
danos significativos a produgdo e a qualidade da uva. Dentre os patdgenos da
videira, os virus merecem destaque devido aos danos que podem causar, 0 que
pode comprometer a viabilidade econémica desta atividade. Cerca de 60 espécies
virais infectam a videira; no Brasil, ja foram detectados dez virus nesta cultura:
Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1, -2, -3, -5 e -6), Grapevine virus A e B
(GVA e GVB), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV),
Grapevine fleck virus (GFkV) e Grapevine fanleaf virus (GFLV). A aplicagédo, das
ferramentas de diagnose dos virus que infectam a videira, evolui continuamente,
marcadamente a RT-PCR em tempo real, técnica que vem ganhando espago no
diagndstico viral em funcédo das vantagens sobre a PCR convencional. Os objetivos
deste trabalho foram avaliar a eficiéncia da RT-PCR em tempo real (TagMan),
variagdo que utiliza sonda marcada com um fluoréforo, para a detecgdo de dez
importantes espécies virais que infectam a videira no Brasil: GLRaV-1, -2, -3 e -5,
GVA, GVB, Grapevine virus D (GVD), GRSPaV, GFkV e GFLV. As reagdes visaram
promover detecg¢des individuais ou simultdneas (duplex e triplex). RNAs totais de
videiras sadias e comprovadamente infectadas com estes virus foram utilizados em
ensaios tipo presenga/auséncia empregando-se um kit comercial para reagdes "one
step” de RT-PCR em tempo real. Para validagcdo desta técnica, 36 acessos de
videiras, recuperados apos tratamentos de termoterapia e cultura de tecidos, foram
indexados. Foi possivel detectar, de maneira muito sensivel e precisa, em reacdes
simplex com amostras infectadas por diferentes isolados, todos os virus
supracitados, a excecdo do GLRaV-1. Também foi possivel detectar em ensaios
duplex, o GVA, GRSPaV, GLRaV-2 e GLRaV-3 (com sondas marcadas com o
fluoréforo VIC e “quencher” TAMRA) combinados com o GVB, GFLV, GFkV, GVD e
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GLRaV-5 (FAM/TAMRA). Ja as reacgdes triplex somente foram possiveis a partir de
cDNA viral clonado. Na indexagdo dos 36 acessos, o status fitossanitario dos
materiais avaliados foi considerado muito bom. Dez plantas de videira, por
tratamento, cvs. Cabernet Franc e C. Sauvignon, com e sem sintomas de infecgao
viral, foram avaliadas agronomicamente. Em ambas cvs. detectou-se o0 GRSPaV e
GVB, por meio de RT-PCR em tempo real, nas plantas avaliadas. Foram verificadas
diferencas significativas, em favor das plantas sem sintomas, para muitas das
variaveis agronOmicas avaliadas. Adicionalmente, objetivou-se: (a) estender a
caracterizagao molecular de um isolado local de GFKV e (b) realizar a caracterizagao
molecular de isolados locais do GVD e GLRaV-5. Os fragmentos de DNA
amplificados foram clonados e sequenciados. Além desta caracterizagao, foram
indexados, por meio de RT-PCR em tempo real, 37 acessos de videira para o GFkV,
GVD e GLRaV-5. Adicionalmente, trés fragmentos de DNA de GLRaV-1 e GVA,
amplificados com oligonucleotideos utilizados nas reagdes de RT-PCR em tempo
real, foram sequenciados na tentativa de elucidar resultados, parcialmente
negativos. As sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos dos genes
da proteina capsidial (CP) do GFkV, da CP e da “RNA binding protein” (GVD) e do
gene parcial da HSP70 do GLRaV-5 foram obtidas para isolados locais. Foi possivel
detectar estes virus em 20 (GVD), 7 (GLRaV-5) e 6 (GFkV) amostras avaliadas. A
presenca do GVD ainda ndo havia sido relatada no Brasil e 0 GLRaV-5 havia sido
detectado, apenas por meio de sorologia, no Estado de Sao Paulo. A analise das
sequéncias dos fragmentos de DNA do GLRaV-1 e GVA permitiu propor explicagdes
sobre resultados obtidos. A RT-PCR em tempo real (TagMan) aporta sensibilidade e
especificidade ao diagndstico viral, sendo uma importante ferramenta na indexagéo
de materiais propagativos de videira, capaz de detectar, eficientemente, diferentes
especies e isolados virais. A caracterizagcdo molecular de isolados locais contribuiu
no sentido de apoiar a definicdo dos oligonucleotideos e das sondas visando maior

eficiéncia desta técnica.

Palavras-chave: diagnose, viroses, Vitis, testes diagnosticos, PCR em tempo real-
TaqgMan, caracterizagdo molecular.
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ABSTRACT

DUBIELA, Carla Rosa, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, February 2012.
Detection by RT-real-time PCR (Tagman) and partial molecular
characterization of viruses that infect the vine. Advisor: Eliezer Rodrigues de
Souto. Commitee Member: Thor Vinicius Martins Fajardo.

In recent years, Brazil has excelled in the production of grapes, either for fresh
consumption or for processing. However, the occurrence of diseases is frequently
mentioned as a threat to the viticulture, as it can cause significant damage to
production and quality of grapes. Among the pathogens of the grapevine, viruses are
outstanding because of the damage they can cause, which can compromise the
economic viability of viticulture. About 60 viral species infect the grapevine; in Brazil,
Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1, -2, -3, -5 and -6), Grapevine virus A
and B (GVA and GVB), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV),
Grapevine fleck virus (GFkV) and Grapevine fanleaf virus (GFLV) have been
detected. The application of tools for diagnosis of grapevine viruses are continually
evolving, specifically for the real time RT-PCR, which is becoming more popular in
viral diagnosis due to its advantages over conventional PCR. The objectives of this
study were to evaluate the efficiency of TagMan real-time RT-PCR, a variation that
uses a fluorophore-labeled probe, for detection of ten important virus species that
infect grapevine in Brazil: GLRaV-1 , -2, -3 and -5, GVA, GVB, Grapevine virus D
(GVD), GRSPaV, GFkV and GFLV. Reactions targeted individual (simplex) or
simultaneous (duplex and triplex) detections. Total RNAs from healthy grapevines
and virus infected plants were used for presence/absence assays employing a
commercial kit for performed reactions as One Step real-time RT-PCR. To validate
this technique, 36 grapevine accessions, recovered after treatment of thermotherapy
and tissue culture, have been indexed. It was possible to detect all above-mentioned
viruses, with the exception of GLRaV-1, in simplex reactions from samples with
multiple infections including different viral isolates, as well as in duplex assays GVA,
GRSPaV, GLRaV-2 and GLRaV-3 (with probes labeled with the fluorophore VIC and
quencher TAMRA) combined with GVB, GFLV, GFkV, GVD and GLRaV-5 (FAM /
TAMRA). Virus detection in triplex reactions were successful only from cloned viral

cDNA. After in indexing of the 36 grapevine accessions, the status of the tested plant
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materials can be considered satisfactory. Ten plants of each cvs. Cabernet Franc
and C. Sauvignon, with and without symptoms of viral infection were evaluated
agronomically. GRSPaV and GVB were detected in plants of both cultivars evaluated
by real-time RT-PCR. Favourable values (with significant differences) were showed
for many evaluated agronomic variables of asymptomatic plants. Additionally, aimed
to: (a) to extend the molecular characterization of a local isolate of GFkV and (b) to
perform the molecular characterization of local isolates of GVD and GLRaV-5. The
amplified DNA fragments were cloned and sequenced. In addition to this
characterization, 37 grapevine accessions were indexed for GFkV, GVD and GLRaV-
5 by real-time RT-PCR. Three DNA fragments of GVA and GLRaV-1, amplified by
conventional RT-PCR with primers used in real-time RT-PCR reactions, were
sequenced in an attempt to elucidate the partially negative results. The nucleotide
sequences and deduced amino acids of the capsid protein gene (CP) of GFkV, the
CP and the RNA binding protein of GVD and partial HSP70 (heat shock protein) gene
of GLRaV-5 were obtained for local isolates. These viruses were detected in 20
(GVD), 7 (GLRaV-5) and 6 (GFkV) evaluated samples. The presence of GVD had not
been reported previously in Brazil and GLRaV-5 was detected by serology only in
Sao Paulo State. The sequence analysis of DNA fragments of GLRaV-1 and GVA
allowed to propose explanations about some results. The TagMan real-time RT-PCR
brings sensitivity and specificity for viral diagnosis, being an important tool for
indexing grapevine propagative materials, and efficiently detecting different viral
species and isolates. The molecular characterization of isolates contributed to

support the design of the primers and probes for higher efficiency of this technique.

Key words: diagnosis, viruses, Vitis, diagnostic assays, real-time PCR-TaqgMan,
molecular characterization.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem demonstrado bom desempenho na produgdo de uvas para
consumo in natura e para processamento (suco e vinho) em suas diversas regioes
produtoras. Entretanto, praticas culturais inadequadas e importagdes de mudas, que
nao atendam ao rigoroso padrao fitossanitario, dentre outros fatores, tém favorecido
a ocorréncia de doencas ou representam riscos potenciais (Tavares et al., 2000).
Dentre os patdégenos que infectam a videira, os virus merecem destaque, devido aos
danos que causam e por induzirem a degenerescéncia (perda de vigor) das plantas
ao longo dos anos, com consequente redu¢cao na produgao e na qualidade da uva,
podendo até inviabilizar economicamente esta atividade (Kuhn, 1989; Zanus et al.,
1993; Amorim e Kuniyuki, 2005). Em combinagbes especificas de
portaenxerto/cultivar e espécie viral, as viroses da videira podem ser latentes e,
assim, podem passar despercebidas e serem propagadas sucessivamente,
resultando em alta taxa de infeccao em determinados materiais propagativos que
sdo utilizados pelo produtor.

Os virus séo parasitas intracelulares obrigatérios e, uma vez estabelecida a
compatibilidade com a planta hospedeira, se replicam exclusivamente pela utilizacdo
de constituintes quimicos das células hospedeiras. Assim, colonizam as células que
compdem os diferentes tecidos da hospedeira e comprometem a integridade do
organismo infectado em todos os niveis. Em decorréncia disto, ocorrem varias
alteragdes bioquimicas, fisiolégicas e morfologicas, através da ativagdo e/ou
bloqueio de determinadas atividades celulares nas plantas infectadas. Dependendo
da interacdo virus-hospedeira, uma grande diversidade de sintomas pode ser
observada incluindo redugcado do crescimento e alteragdes em tecidos foliares e nos
ramos/troncos das plantas (Arias et al., 2003; Sampol et al., 2003; Bertamini et al.,
2004; Gongalves et al., 2005; Domiciano et al., 2009). De modo geral, as infec¢des
virais s&o capazes de induzir desordens na célula vegetal, que incluem altera¢des na
fotossintese, na respiracdo, nas atividades enzimaticas, no transporte de
fotoassimilados e no balango hormonal (Sampol et al., 2003). Acontece uma
verdadeira "batalha" metabdlica e, nas plantas suscetiveis, os virus passam a

controlar parte do metabolismo da célula parasitada. Esse processo infeccioso



resultara em queda de rendimento e da qualidade da producao (Auger et al., 1992;
Domiciano et al., 2009; Cretazzo et al., 2010).

As ferramentas de diagnose dos virus que infectam a videira tém evoluido
ao longo dos anos, marcadamente a RT-PCR em tempo real, técnica que vem
ganhando espag¢o no diagnéstico viral em fungdo das vantagens sobre a PCR
convencional. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficiéncia da RT-PCR em
tempo real, com sonda com fluoro6foro (TagMan), para a deteccdo de diferentes
isolados locais de dez importantes espécies virais que infectam a videira no Brasil,
incluindo os seguintes virus: GRSPaV (Foveavirus), GVA, GVB e GVD (Vitivirus),
GLRaV-1, -3 e -5 (Ampelovirus), GLRaV-2 (Closterovirus), GFLV (Nepovirus) e
GFkV (Maculavirus), tanto em reagdes de deteccao individuais quanto em detecgbes
simultaneas (multiplex). Videiras infectadas por virus foram comparadas a videiras
assintomaticas e avaliadas agronomicamente. Além da detec¢ao por meio de RT-
PCR em tempo real, os virus Grapevine fleck virus, Grapevine virus D e Grapevine
leafroll-associated virus 5 foram caracterizados molecularmente devido a auséncia

deste tipo de informag&o em relagéo a isolados locais (obtidos no Brasil).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Viroses da videira e técnicas de diagnose

Nos ultimos anos, o Brasil tem apresentado destacado desempenho na
producdo de uvas, seja para consumo in natura ou para processamento. Contudo, a
ocorréncia de doencas € sempre mencionada como uma das ameacas ao setor
produtivo, pois pode ocasionar danos significativos a producao, a qualidade, e elevar
o custo. Dentre os patdégenos da videira, os virus merecem destaque, devido aos
danos que podem causar, o que pode comprometer a viabilidade econémica desta
atividade. Das, cerca de, 60 espécies virais que infectam a videira, no Brasil, ja
haviam sido detectados dez virus nesta cultura: Grapevine leafroll-associated virus
(GLRaV-1, -2, -3, -5 e -6), Grapevine virus A e B (GVA e GVB), Grapevine rupestris
stem pitting-associated virus (GRSPaV), Grapevine fleck virus (GFkV) e Grapevine
fanleaf virus (GFLV). No presente trabalho, a 11% espécie viral, infectando videira no
Brasil, é relatada: Grapevine virus D (GVD). Progressos consideraveis, no estudo de
virus de videira, ocorreram nos ultimos anos, em relagdo a caracterizagéo bioldgica
e molecular, formas de disseminacdo e transmissido, técnicas de deteccdo e
identificacédo além dos efeitos fisioldgicos induzidos pelos virus. Entretanto a
expansao do conhecimento, acerca destes temas, ainda ndo é completa, a ponto de
viabilizar métodos altamente eficientes de controle e manejo destas viroses. A
necessidade de métodos rapidos de diagndstico, que possam ser usados em larga
escala €, particularmente, relevante para certificar a sanidade de materiais
propagativos. Neste enfoque, quando comparada a PCR convencional, a PCR em
tempo real mantém algumas caracteristicas, tais como a sensibilidade, além de
incrementar a especificidade na quantificagcdo do produto amplificado. Essas
vantagens sdo consequéncia do sistema de detecgdo do DNA amplificado, em
"tempo real", que nao requer tantas manipulagbes no preparo das reagdes de

amplificagéo, as quais sao fontes potenciais de alteragao dos resultados.

2.2. A cultura da videira e aimportancia das viroses no Brasil

A videira pertence a familia Vitaceae e ao género Vitis, o qual possui

inumeras espécies, destacando-se a Vitis vinifera L., conhecida como produtora de



uvas finas, de origem européia e a Vitis labrusca L., conhecida como produtora de
uvas rusticas, de origem americana e que predomina no Brasil (Giovannini, 2008;
Hernandez e Moreno, 2005; Ledo e Soares, 2000).

Conforme o “Panorama 2010” da vitivinicultura brasileira (Mello, 2010), a
area cultivada com vinhedos no Brasil, em 2010, foi de 83.718 hectares, com
producdo de 1.295.442 toneladas, sendo 557.888 toneladas destinadas para
processamento e 737.554 toneladas para consumo in natura. A viticultura no Brasil
esta concentrada principalmente nos Estados da Regido Sul, responsavel por cerca
de 90% da producgao nacional, regides Sudeste e Nordeste onde se destacam como
os maiores produtores nacionais, em ordem decrescente de area cultivada: Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Parana, Santa Catarina, Bahia e Minas
Gerais. Além destas, a cultura da videira também tem se expandido para outras
regides nao tradicionais a exemplo de areas situadas no Mato Grosso do Sul, Goias,
Espirito Santo, Ceara e Piaui (Mello, 2010).

O Brasil, nos ultimos anos, tem demonstrado bom desempenho na produgéo
de uvas, seja para consumo in natura ou para processamento. Contudo, a
ocorréncia de doencgas € sempre mencionada como uma das ameacas ao setor, pois
pode ocasionar perdas significativas a producao e elevagao dos custos. Dentre os
patdgenos da videira, os virus merecem destaque devido aos danos que podem
causar, o que pode comprometer a viabilidade econdmica desta atividade. Assim, é
importante conhecer os principais fitopatdgenos associados a esta cultura,
principalmente aqueles causadores de viroses. Em determinadas cultivares e
portaenxertos, por nao induzirem sintomas visualmente perceptiveis ou faciimente
distinguiveis, as viroses podem passar despercebidas, havendo maior probabilidade
de que sejam propagadas indefinidamente, o que resultaria em maior grau de
infeccao dos materiais propagativos (Fajardo et al., 2003a; Martelli e Boudon-Padieu,
2006).

No Brasil, as viroses ocorrem em todas as regides viticolas e a incidéncia, na
maioria das cultivares americanas, e principalmente nas viniferas, € considerada
alta. Dentre os prejuizos causados pelas viroses, verifica-se a redugcdo no
rendimento e na qualidade das uvas, a reducdo da vida util do vinhedo e,
dependendo da severidade da infec¢do, pode-se ocorrer perda total da producao, ou
até a morte da planta (Brar et al., 2008; Cabaleiro et al., 1999).



Até o momento, ja foram relatadas no mundo pelo menos 58 espécies virais
na cultura da videira (Quadro 1), embora nem todas tenham importancia econémica
(Martelli, 2009; Monis et al., 2010). No Brasil, dez virus ja foram detectados em
videiras: Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1, -2, -3, -5 e -6), Grapevine
virus A e B (GVA e GVB), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV), Grapevine fleck virus (GFkV) e Grapevine fanleaf virus (GFLV) (Fajardo
et al., 2003a), com destaque para o Grapevine virus D (GVD) caracterizado neste
trabalho e detectado pela primeira vez no Brasil (Dubiela et al., 2011). As viroses
que se destacam pelas maiores incidéncia e importancia econbmica sdo o
enrolamento da folha (GLRaV-1, -2 e -3) e o lenho rugoso da videira, complexo
formado por quatro viroses, do qual fazem parte o intumescimento dos ramos (GVB),
acanaladura do lenho de Kober (GVA), caneluras do tronco de Rupestris (GRSPaV)
e acanaladura do lenho de LN33 (virus desconhecido) (Kuniyuki et al., 2002; Moreira
et al., 2004).

A propagacao vegetativa da videira facilita a disseminagdo e favorece o
desenvolvimento de doencas complexas, pelo acumulo de diferentes
espécies/estirpes virais em uma mesma planta (Monis, 2008; Martelli, 2009). As
viroses nem sempre despertam a atengdo dos \viticultores, talvez pelo
desconhecimento de sua sintomatologia, a qual pode ser confundida com
deficiéncias nutricionais ou inclusive com outros fitopatogenos (Garrido et al., 2008).
Dependendo da combinagao entre a cultivar e a espécie viral, os primeiros sintomas
caracteristicos poderao ser perceptiveis somente apds dois ou trés anos da infecgao
(Fajardo et al., 2003a).

As plantas afetadas apresentam sintomas que variam com a condi¢ao do
ambiente, o estadio fenoldgico da planta, a fertilidade do solo, a estirpe viral e com a
cultivar da videira (Charles et al., 2006). Os sintomas das viroses do enrolamento
das folhas e do complexo rugoso, por exemplo, podem ser percebidos em cultivares
sensiveis (viniferas), principalmente no final do ciclo vegetativo (Cabaleiro e Segura,
2006) e, em plantas muito afetadas, os sintomas podem comecar a se pronunciar a
partir da floragdo. Porém, o mais comum € na época proxima a maturacao da uva ou
ao final do ciclo vegetativo (Credi e Babini, 1997).

Até o momento, o Unico controle viavel a campo é a utilizacdo de mudas ou
material propagativo proveniente de plantas matrizes sadias (livres de virus). Uma

vez que a planta encontre-se infectada no campo, € impossivel cura-la por métodos
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tradicionais como aqueles utilizados para outros patégenos (bactérias, fungos, etc.),
agravando-se o problema quando se considera que a planta infectada também
podera servir de fonte de indculo para a disseminagao do virus por insetos vetores,
enquanto as mesmas permanecerem no vinhedo (Andret-Link et al., 2004). A partir
de uma planta infectada por virus, somente pela adocdo de técnicas laboratoriais
(ex. cultura de tecidos, termoterapia, quimioterapia) € possivel a obtencdo e
regeneragao de plantas livres de virus (Laimer et al., 2009; Valat et al., 2003; Salami
et al., 2010).

Quadro 1 - Classificagdo taxonémica dos virus da videira atualmente conhecidos

Sobemovirus
Tobamovirus

Géneros nao incluidos em familias

Familia Género N° de espécies
Comoviridae Nepov.|rus 15
Fabavirus 1
Alfamovirus 1
Bromoviridae Cucumovirus 1
llarvirus 1
Tombusvirus 2
Tombusviridae Carmovirus 1
Necrovirus 1
. Closterovirus 1
Closteroviridae .
Ampelovirus 8
Tymoviridae Macul'a\./irus 2
Marafivirus 2
Bunyaviridae Tospovirus 1
Potyviridae Potyvirus 1
Potexvirus 1
. Foveavirus 1
Flexiviridae . -
Trichovirus 1
Vitivirus 4
Sadwavirus 1
1
2
Idaeovirus 1
Virus nao classificados -— 4
, . . .~ Ampelovirus 2
Possivel nova espécie em via de caracterizacéo —
Marafivirus 1

Além da disseminacdo por meio do material propagativo, alguns virus sao
ainda transmitidos por vetores. O GFLV, por exemplo, é disseminando por
nematoides do género Xiphinema e as espécies dos géneros Ampelovirus (GLRaV-
1, -3, -5 e -9) e Vitivirus (GVA e GVB) s&o disseminadas de maneira semipersistente
por cochonilhas algodonosas (Familia Pseudococcidae) e de carapaga (Familia

Coccidae) (Quadro 2). De maneira geral, o virus é adquirido pelos insetos quando



estes se alimentam em planta infectada e, ao se alimentarem em uma planta sadia,

realizam a transmissao viral (Lima, 2009).

Quadro 2 - Tipos de transmissao das espécies virais abordadas neste trabalho

Transmissao .~ Transmissao po
A s Transmisséo ~
Virus mecanica - por propagagao
(para hospedeira Vetor vegetativa
experimental)
Grapevine fanleaf virus (GFLV) + Nem;téide +
Grapevine fleck virus (GFkV) - - +
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus ) _ +
(GRSPaV)
. . + +
Grapevine virus A (GVA) (com dificuldade)  Cochonilha "
. . + +
Grapevine virus B (GVB) (com dificuldade)  Cochonilha *
+ +
Grapevine virus D (GVD) (provavelmente (provavelmente +
transmitido) cochonilha)
Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1) - CochJcr)niIha +
Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2) (com difi+cul dade) - +
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) - Coch:;nilha +
Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5) - Coch:;nilha +

Desta forma a recomendagao ao viticultor € que utilize material propagativo
“certificado”, que apresenta garantia de sanidade, além de se fazer o monitoramento
de insetos vetores, visando-se um eventual controle de vetores, pratica que, se
adotada, deve obedecer a critérios técnicos especificos. (Kuhn e Fajardo, 2009).

Embora progressos consideraveis tenham ocorrido nos ultimos anos
elucidando as caracteristicas bioldgicas e moleculares, formas de disseminacéo,
técnicas de detecgao e identificacdo e os efeitos fisioldgicos induzidos pelos virus
que infectam a videira, a compreensao destes temas ainda ndo é completa, a ponto

de permitir a definicdo de métodos de controle eficientes.

2.3. Principais virus que infectam a videira

Ja foram relatadas infectando videiras 57 espécies virais distintas (Quadro 1), além
de inumeras estirpes especificas de algumas destas espécies (Martelli, 2009; Monis
et al., 2010). Novas espécies e/ou estirpes virais infectando videiras ainda estéo

sendo identificadas ou (re)-classificadas. Também foram relatadas em videiras
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algumas doencgas consideradas de origem viral, tais como, a Necrose das nervuras
da videira (Grapevine vein necrosis), a qual esta associada a presenga do GRSPaV
(Bouyaria et al., 2005) e a Acanaladura do lenho de LN 33 (LN 33 stem grooving),
cujo agente causal (virus) ainda nao foi identificado. Nem todas as espécies virais
mencionadas no Quadro 1 apresentam significativa importancia econdémica, pois
esta pode ser fungao da regido geografica de ocorréncia da virose e da cultivar da
videira. Entre os virus mais importantes, que afetam a videira, destacam-se aqueles
pertencentes as familias Closteroviridae, Secoviridae, Betaflexiviridae e Tymoviridae
(Martelli e Boudon-Padieu, 2006) (Quadro 3).

Quadro 3 - Relacdo das familias e géneros onde se classificam as espécies virais
que apresentam maior importancia econémica para a videira e que foram abordadas
neste trabalho

Familia Género Espécie
Betaflexiviridae  Foveavirus Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV)
Grapevine virus A (GVA)
Vitivirus Grapevine virus B (GVB)
Grapevine virus D (GVD)
Closteroviridae  Closterovirus Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2)
Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1)
Ampelovirus Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3)
(

Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5)

Secoviridae Nepovirus Grapevine fanleaf virus (GFLV)

Tymoviridae Maculavirus Grapevine fleck virus (GFkV)

Fonte: ICTV (http://www.ictvonline.org).

A familia Closteroviridae compreende dois géneros que possuem
importantes virus que infectam a videira. No género Closterovirus, esta incluido
somente o GLRaV-2, ja o género Ampelovirus compreende os demais virus
associados ao enrolamento da folha da videira, dentre eles, o GLRaV-1 e o GLRaV-
3. A virose do enrolamento das folhas é considerada uma das mais importantes
doencas, na maioria das regides viticolas do mundo, devido a alta incidéncia e as
constantes perdas que ocasiona a produ¢ado. Em cultivares sensiveis, os sintomas
sdo reconhecidos, em especial no fim do ciclo vegetativo, pelo enrolamento dos
bordos da folha para baixo, observado nas cultivares européias (Vitis vinifera) tintas

e brancas (Kuhn, 1989; Martelli e Boudon-Padieu, 2006). E causada por um
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complexo de até nove espécies virais, sorologicamente distintas e denominadas
“virus associados ao enrolamento da folha da videira” (GLRaV-1 a -9). Os principais
virus do complexo do enrolamento sdo o GLRaV-2 e GLRaV-3 em fungdo da maior
incidéncia e dos danos que podem induzir (Martelli et al., 2002a; Fajardo et al.,
2003a). A importancia relativa destes virus pode ser indiretamente estabelecida pelo
numero de depdsitos de sequéncias de nucleotideos em bases de dados (Quadro 4),
o que reflete, grosseiramente, o numero de trabalhos conduzidos com estes virus.
Mesmo que esta doenga seja causada por um complexo viral, em situagbes
especificas, embora raras, estes virus podem ocorrer de forma isolada (Fajardo et
al., 2003a). No Brasil ja foram detectados Grapevine leafroll-associated virus-1, -2, -
3, -5 e -6 (Radaelli et al., 2009; Kuniyuki et al., 2003).

O GLRaV-2 também esta associado a sintomas de incompatibilidade de
enxertia e declinio em vinhedos novos (Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2000;
Bertazzon e Angelini, 2004; Meng et al., 2005b). Pertence a familia Closteroviridae e
ao género Closterovirus, possui particulas alongadas e flexuosas, genoma de RNA
fita simples e senso positivo, com 16.494 nucleotideos (nt) organizados em oito fases
abertas de leituras (ORF, “open reading frame”) e é mecanicamente transmissivel
(Abou-Ghanem et al., 1998; Meng et al., 2005b; Beuve et al., 2007).

O GLRaV-3, familia Closteroviridae e género Ampelovirus, possui particulas
alongadas e flexuosas e genoma composto de RNA fita simples, senso positivo com
17.919 nt organizados em 13 ORF (Ling et al., 1997; Martelli et al., 2002a). E o virus
melhor caracterizado dentre aqueles que compdem o complexo do enrolamento da
folha da videira, sendo o membro-tipo do seu género. Nao €& transmissivel
mecanicamente e se dissemina naturalmente nos vinhedos pela transmisséo, de
maneira semipersistente, por varias espécies de pseudococcideos e coccideos.
Estes insetos s&o considerados os principais vetores de algumas das principais
especies virais que infectam a videira, sendo responsaveis pela dispersdo destes
patdogenos (Quadro 2) (Cabaleiro e Segura, 1997; Kuniyuki et al., 2005). Segundo
Botton et al. (2003), algumas espécies ja identificadas em vinhedos brasileiros, como
Pseudococcus viburni, P. vitis, P. longispinus e Planococcus citri, sdo consideradas
importantes vetoras de virus.

O GLRaV-3 é o principal agente causador da doenca do enrolamento das
folhas e se dissemina com relativa rapidez dentro dos vinhedos (Golino et al., 2008)

e é considerado economicamente importante devido ao impacto negativo sobre os
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setores produtivos de vinho (Atallah et al., 2011) e de uvas de mesa em todo o
mundo (Pietersen, 2004; Boscia et al., 1995; Maree et al., 2008). A sequéncia
completa de nucleotideos do genoma do GLRaV-3 foi obtida por Ling et al. (2004). A
existéncia de variantes do GLRaV-3, incluindo a variabilidade genética de 45
isolados deste virus em 14 diferentes paises, foi demonstrada por Turturo et al.
(2005).

Dentre as doencas virais que afetam a videira (Vitis spp.) e que ocorrem no
Brasil, o complexo rugoso e o enrolamento das folhas apresentam-se como as de
maior relevancia, devido a expressiva incidéncia e aos danos causados pelos virus
que compdem estes dois complexos (Fajardo et al., 2003a). Uma forma indireta de
se quantificar a importancia relativa das espécies virais, abordadas neste trabalho,
seria por meio do numero de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos
depositadas no banco de dados do NCBI (GenBank) (Quadro 4).

O Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) é um dos
mais frequentes e importantes virus que infectam a videira, no Brasil e em outros
paises viticolas do mundo (Radaelli et al., 2009). Foi identificado e caracterizado
molecularmente por Meng et al. (1998) e Zhang et al. (1998) como o agente causal
das caneluras do tronco de Rupestris, virose conhecida por “lenho estriado de
Rupestris” em Sao Paulo e por “caneluras do tronco de Rupestris” no Rio Grande do
Sul (Espinha et al., 2003). Juntamente com os Vitivirus GVA, GVB e GVD faz parte
do “complexo rugoso da videira” e caracteriza-se por induzir alteragdes no lenho da
videira, como a presenca de caneluras (reentrancias) no lenho, além de
engrossamento da casca, intumescimento e fendilhamento cortical dos ramos ou
tronco, com reflexos negativos na qualidade e na producdo (Martelli, 1993; Credi,
1997).

O GRSPaV, familia Betaflexiviridae, género Foveavirus, possui particulas
alongadas e flexuosas com cerca de 800 x 12 nm, genoma de RNA de fita simples,
senso positivo, com 8.726 nucleotideos, organizados em 5 ORFs.

Alguns trabalhos relatam que o GRSPaV seria uma espécie muito variavel,
sendo que infecgdes multiplas com outros virus também sdo comumente detectadas
em videiras, o que dificulta a definicdo das propriedades biolégicas das diferentes
estirpes deste virus (Meng et al., 1999; Meng et al., 2005a), a exemplo das estirpes
“Syrah” (Lima et al., 2006) e “Pinot Noir, PN” (Lima et al., 2009). Nakaune et al.
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(2008) e Radaelli et al. (2009) destacaram a variabilidade genética deste virus por

meio do estudo de analises de sequéncias de nucleotideos de isolados do GRSPaV.

Quadro 4 - Numero total de depdsitos, no banco de dados do NCBI (GenBank), em
24.10.2011, de sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos de
especies virais que infectam a videira e que foram estudadas neste trabalho

N° sequéncias N® sequéncias

Virus Familia / Género : aminoacidos
nucleotideos .
deduzidos

Grapevine fanleaf virus (GFLV) Secow_ndae / 411 505
Nepovirus

Grapevine fleck virus (GFKV) Tymoviridae / 24 34
Maculavirus

Grapevine rupestris stem pitting- Betaflexiviridae / 412 476

associated virus (GRSPaV) Foveavirus

Grapevine virus A (GVA) Betaflexiviridae / 119 226
Vitivirus

Grapevine virus B (GVB) B_e_ta_flexwlrldae ! 84 106
Vitivirus

Grapevine virus D (GVD) Bg'ta'ﬂexwlrldae / 3 4
Vitivirus

Grapevine leafroll-associated Closteroviridae / 87 95

virus 1 (GLRaV-1) Ampelovirus

Grapevine leafroll-associated Closteroviridae / 268 315

virus 2 (GLRaV-2) Closterovirus

Grapevine leafroll-associated Closteroviridae / 491 814

virus 3 (GLRaV-3) Ampelovirus

Grapevine leafroll-associated Closteroviridae / 26 43

virus 5 (GLRaV-5) Ampelovirus

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Root.

Ja nas familias Comoviridae e Tymoviridae destacam-se os seguintes virus
que infectam a videira: Grapevine fanleaf virus (GFLV, género Nepovirus) e
Grapevine fleck virus (GFkV, Maculavirus), respectivamente (Fajardo et al., 2003a;
Monis et al., 2010).

A transmissao de todos os virus que infectam a videira ocorre principalmente
através de enxertia utilizando-se gemas infectadas, enquanto a dispersao se da por
meio de material propagativo infectado. Algumas das espécies virais, abordadas
neste estudo, podem ser transmitidas por cochonilhas ou nematdides, conforme
apresentado no Quadro 2. No Brasil inexistem trabalhos conduzidos sobre dispersao
de virus de videira em condigdes naturais (vinhedos) e os poucos trabalhos se
restringem a testes de transmissao sob condi¢des controladas (Kuniyuki et al., 2005;
Kuniyuki et al., 2006). Técnicas de detecgdo viral na hospedeira e em insetos
vetores, incluindo a definicdo de oligonucleotideos adequados, sédo aspectos
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importantes a serem estudados para que possam contribuir com resultados que
permitam fundamentar a proposi¢ao de estudos epidemiolégicos.

Embora diversas espécies ja tenham sido identificadas e caracterizadas no
Brasil e no mundo e, em diferentes gendtipos de videiras, ainda ha caréncia de
trabalhos envolvendo o emprego/adaptacdo de técnicas de diagndstico e uma
caracterizagao molecular mais abrangente, o que permitiia aumentar o
conhecimento destes patdégenos, além de estabelecer ferramentas para o

diagnostico mais especifico e sensivel (Beuve et al., 2007).

2.4. Diagnéstico de viroses da videira

De modo geral, os virus apresentam grande potencial para a geragao de
variabilidade genética, pois sdo agentes infecciosos que estabelecem processos
infecciosos ao longo de todo o ciclo de vida da hospedeira, além da propensao a
erros na replicagcdo do seu genoma e a deficiéncia nos mecanismos de reparo do
RNA (Kominek et al., 2005; Prosser et al., 2007). A expressiva variabilidade genética
apresentada por algumas das espécies virais que infectam a videira, tem resultado
em dificuldades para gerar ferramentas moleculares universais de deteccdo e
identificacdo. Ja foi demonstrada que a indexacdo por RT-PCR de videiras
infectadas, com determinado isolado viral, utilizando-se oligonucleotideos
especificos para outro isolado, pode resultar em um resultado falso-negativo
(Bertazzon e Angelini, 2004). Tais resultados servem para ressaltar a importancia de
estudos de variabilidade genética viral.

Até meados dos anos 1980, pouco era conhecido sobre as caracteristicas
fisico-quimicas e moleculares dos virus filamentosos presentes no floema de
videiras. Destes, apenas um, a época conhecido como o “virus A da videira” (GVA)
(Conti et al., 1980) foi transmitido para hospedeiras herbaceas e caracterizado a
partir de plantas exibindo lenho rugoso. As técnicas iniciais de diagndstico foram,
portanto, baseadas em ensaios biolégicos com indicadoras lenhosas (Bovey e
Martelli, 1992; Martelli, 1993) e identificavam a doenga, mas nao seus agentes
causais. Algumas plantas indicadoras podem demorar até trés anos para manifestar
sintomas. Esta limitagdo é caracteristica da indexagdo biolégica envolvendo
diferentes viroses. (Martelli et al., 1997). Contudo, o progresso na aplicagdo de

técnicas moleculares em virologia vegetal e o avango gradual do conhecimento
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sobre as caracteristicas especificas dos virus associados as doencgas da videira,
permitiram a expansao e a consolidagdo do diagndstico molecular, aportando
ferramentas sensiveis e de facil aplicagdo ao diagnostico. A necessidade de
métodos rapidos de diagnostico que possam ser usados em larga escala, é, de fato,
particularmente relevante. Tais métodos sdo necessarios no ambito de programas
de melhoramento, que avaliam resisténcia a patdgenos e em programas de
certificagdo, em curso em muitos paises europeus, nos EUA e também no Brasil.
Um diagndstico precoce e confiavel, obtido em ensaios de laboratorio, € preferivel
para superar as limitagdes impostas pela indexacao bioldgica, quais sejam, custos
expressivos e periodos de tempo longos até a manifestacdo dos sintomas na
indicadora (Martelli, 1993).

As ferramentas de diagnéstico para a detecgdo de virus em videiras
inicialmente baseavam-se em plantas indicadoras evoluiram ao longo dos ultimos
anos e atualmente incluem metodologias altamente especializadas e sensiveis. No
inicio do estudo sobre os virus que infectam a videira, apenas a indexagcao em
indicadoras lenhosas e hospedeiras herbaceas estava disponivel, evoluindo até
chegar as técnicas mais recentemente introduzidas, como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), PCR (Polymerase Chain Reaction ou reacdo em cadeia da
polimerase) e PCR em tempo real (Real-time PCR). Na indexacgé&o bioldgica, a unica
indicadora de infecgdo viral é inoculada com uma amostra da planta de status
fitossanitario desconhecido, sendo que os sintomas, induzidos pelo virus, sao
observados apds determinado tempo na indicadora. Com esta técnica € possivel
identificar a doencga que afeta a planta, mas nao o virus especifico responsavel pelos
sintomas. Por exemplo, a doenga viral conhecida como enrolamento da folha da
videira pode ser causada por uma ou mais das nove espécies virais associadas as
plantas sintomaticas (Sanchez-Navarro et al., 1998). Outras limitagées desta técnica
sdo o longo tempo e o amplo espago de campo ou casa de vegetagdo necessarios
para o desenvolvimento da indexacdo biolégica. Outro método de diagndstico
bastante utilizado para a identificacdo de infecgdes virais em videiras € o ELISA
(Frosline et al., 1996). Aplicacao de ELISA revolucionou o diagnéstico para os virus,
tornando a analise de um grande numero de amostras, viaveis, mais simples, com
baixo custo e alta sensibilidade. Embora os anticorpos policlonais frequentemente
apresentem problemas de especificidade, a disponibilidade de anticorpos

monoclonais especificos € recombinantes resolveu este problema (Lépez et al.,
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2009). Embora este método apresente certa sensibilidade e confiabilidade, tem
algumas desvantagens que incluem a incapacidade de detectar baixo titulo viral em
plantas como a videira, por exemplo, pois o titulo viral &€ geralmente muito baixo, e
ainda, a indisponibilidade de anticorpos e a dificuldade para se produzir este
reagente (anticorpo), em videira .

A RT-PCR convencional provou ser um método bastante preciso para o
diagnodstico viral em videiras (Rowhani et al., 2000). A aplicagdo da PCR tem
proporcionado uma nova abordagem no diagnéstico viral, devido a sua alta
sensibilidade, especificidade e rapidez. Estima-se que esta técnica seja 100-1000
vezes mais sensivel que o ELISA. Entretanto, a deteccdo de patégenos, baseada
em PCR, sofre com a inerente limitada capacidade de processamento das amostras.
Além disto, a possibilidade de pareamento incorreto dos oligonucleotideos e o fato
desta técnica requerer eletroforese em gel para avaliar o resultado podem
comprometer a sua especificidade e eficiéncia, respectivamente, resultando em

baixo rendimento.

2.4.1. RT-PCR

A transcricao reversa consiste na sintese de uma fita de DNA complementar
(cDNA) utilizando como molde um RNA, por meio da agédo da enzima transcriptase
reversa; A RT-PCR envolve a realizacdo de duas fases: na primeira ocorre a
transcricdo reversa do RNA (formacédo das primeiras fitas) e na segunda, a
amplificacdo das moléculas de cDNA obtidos apds a transcricdo reversa (primeira
fase).

Incubando-se o RNA total, extraido de um tecido vegetal, com a enzima
transcriptase reversa, tampao apropriado e desoxirribonucleotideos trifosfato
(dNTPs), além de um oligonucleotideo complementar ao RNA alvo, pode-
se desencadear a sintese de uma fita de cDNA. O oligonucleotideo complementar
se anela na molécula de RNA viral alvo (processo denominado pareamento de
oligonucleotideos), fornecendo um terminal 3'-OH, do qual se utiliza a transcriptase
reversa para estender a cadeia de nucleotideos, usando o RNA viral como molde. A
sintese da fita de cDNA normalmente é realizada em uma hora. Apds a sintese do
cDNA, antes de se prosseguir para a amplificacdo, € possivel adicionar a reagéo

uma enzima do tipo RNAse, que degradara o RNA da amostra usado como molde
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pela transcriptase reversa. Quando a reagcado de transcrigdo reversa € completada,
o cDNA gerado ¢ amplificado por um método de PCR padrdo. Esta técnica
é altamente sensivel e especifica, pois permite a sintese in vitro de segmentos de
DNA de dupla fitae a amplificacdo de sequéncias-alvo por milhdes de vezes em
poucas horas. A reacdao de amplificacdo baseia-se na capacidade enzimatica
da DNA polimerase para sintetizar uma segunda fita partindo-se de um molde
de DNA desnaturado. De modo geral, a reacdo de PCR deve conter os dNTPs,
tampdo com adequadas concentragdes de sal e pH e oligonucleotideos (“primers”)
que funcionem como iniciadores para a atividade enzimatica. Normalmente, se
utiliza uma DNA polimerase termoestavel, como a Taqg polimerase, permitindo-se o
desenvolvimento da reacdo em repeti¢cdes ciclicas (Eiras et al., 1998).

A PCR geralmente consiste de 30-40 ciclos (Figura 1), cada qual composto
de trés etapas com temperamentos e tempos distintos: (1) Desnaturagéo:
temperaturas elevadas (92-96°C) fazem com que o DNA molde, originalmente dupla
fita, se separe em fitas simples devido ao rompimento das pontes de hidrogénio, que
garantem as ligagdes entre as bases nitrogenadas; (2) Pareamento: (48-65°C) os
dois oligonucleotideos se ligam a regides complementares do DNA fita simples; (3)
Extensdao: (60-75°C) a Taq DNA polimerase se liga aos oligonucleotideos
correspondentes e utiliza os nucleotideos livres para completar a sintese dos

fragmentos de DNA (Figura 1).

* molde dsDNA
Desnaturacdo ™
= g Pareamento > Ciclo 1
———— —maaa . | Extensao _J
‘ ~
Desnaturacio
= — = —. Pareamento > Ciclo 2
e ——— Extensao
e ——— =i
4
Desnaturacao
| 20-40 ciclos |

Figura 1 - Representagao esquematica dos ciclos de uma reagao de PCR.
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O principal critério, que determina a especificidade da PCR, é a escolha
dos oligonucleotideos. Para garantir a especificidade da amplificacdo de uma
sequéncia alvo, os oligonucleotideos devem ter um tamanho meédio de, cerca de,
20 pares de bases (pb). Oligonucleotideos muito pequenos, sao pouco especificos,
gerando alta probabilidade de encontrarem complementaridade em diferentes
regioes do DNA molde. Outros critérios também afetam a funcionalidade do
oligonucleotideo, tais como a relacéo entre adenina / timina (A/T) e
guanina / citosina (G/C), e a presencga de sequéncias repetidas ou complementares
no préprio oligonucleotideo. Atualmente, a otimizacdo de sequéncias de
oligonucleotideos para uso em PCR é facilitada pelo emprego de programas
(“softwares”) apropriados. Outros critérios metodolégicos envolvendo um teste PCR
sdo a otimizagao de varios parametros da reacdo de amplificacdo, tais como as
concentragbes de DNA molde e dos oligonucleotideos, a concentragao de sais no
tampao da reagao, o numero de ciclos e a temperatura de pareamento (Pallas et al.,
2009). O uso de reagentes e protocolos padronizados, para a reprodutibilidade dos
testes PCR, juntamente com a qualidade das preparagdes de DNA, s&o
particularmente importantes para a obtencdo de uma reacdo otimizada. Os
meétodos de extracdo de RNA ou DNAtambém devem garantir a auséncia

de inibidores da RT-PCR, tais como compostos fendlicos e polissacarideos.

2.4.2. PCR em tempo real

A evolucao da técnica de PCR convencional para a técnica de PCR em
tempo real agrega algumas vantagens tais como: redugdo no tempo e relativa
simplicidade de execugdo, eliminando completamente o uso de reagentes toxicos
(ex.: brometo de etideo). Comparada a PCR convencional, esta técnica mantém as
caracteristicas de sensibilidade, além de incrementar a especificidade e a preciséo
na quantificagdo do produto amplificado a partir de uma amostra desconhecida.
Essas vantagens sdo consequéncias do sistema de deteccdo do DNA amplificado,
em "tempo real", que n&o requer tantas manipulacbes no preparo das reagoes de
amplificacdo, as quais sao fontes potenciais de alteracdo dos resultados (Heid et al.,
1996).

A primeira determinagado de produtos de PCR em tempo real foi realizada

por Higuchi et al. (1992), com um sistema que incluia brometo de etideo em cada
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ciclo de amplificagdo, uma fonte de raios ultravioleta que irradiava os produtos
amplificados e uma camera CCD que capturava a emissdo da fluorescéncia, em
seguida processada por um software programado para avaliar a quantidade
de DNA alvo. A concentragao de amplicons aumenta conforme a evolugao dos ciclos
de amplificacdo, aumentando-se assim a emissao de fluorescéncia. Apresentando-
se o resultado da amplificagdo em um sistema de eixos cartesianos com a
intensidade de emissdo na abscissa (eixo X) e, o numero de ciclos, na ordenada
(eixo Y), obtem-se uma curva que fornece informagdes sobre a quantidade de DNA
amplificado e a evolugao dos ciclos de amplificacao.

Os fluoréforos sao moléculas que absorvem e emitem luz em um
comprimento de onda especifico. Os sistemas de deteccdo da PCR em tempo real
utilizam-se destas moléculas para realizar o0 acompanhamento da reagdo ao longo
dos ciclos. Os compostos fluorescentes mais utilizados sdo o SYBR® Green e as
sondas de nucleotideos marcados com fluoréforos, TaqMan®, marca registrada da

Applied Biosystems (Novais e Pires-Alves, 2004; Saponari et al., 2008 (Figura 2).

Fluorofor
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Produtos da Clivagem dos produtos

Figura 2 - Representagdo esquematica de uma sonda tipo TaqMan, de seu
pareamento com a sequéncia alvo e da degradacao da sonda pela atividade 5'
exonuclease da Tag DNA polimerase.
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As sondas com fluoréforos apresentam a capacidade de hibridizagdo com o
DNA molde, além da propriedade de gerarem transferéncia de energia, base do
sistema de quantificagdo do produto amplificado. As sondas com fluoréforos s&o
fragmentos de DNA de fita simples marcados e usados para hibridizar com uma
sequéncia de nucleotideos complementar, presente em outra molécula de DNA
previamente desnaturada. Assim, elas sdo empregadas para detectar sequéncias
especificas nos fragmentos de DNA amplificados durante a PCR. Esta sonda
apresenta em uma extremidade um fluoréforo e na outra extremidade um "quencher”
(molécula que aceita energia do fluoréforo na forma de luz e a dissipa na forma de
luz ou calor). Os produtos da reacao sao detectados pela fluorescéncia gerada apoés
a atividade de exonuclease 5' - 3' da Tag DNA polimerase. Durante a reagao de PCR
em tempo real, a sonda com fluoréforo hibridiza com a sequéncia complementar da
fita simples de DNA, alvo da amplificagdo. No processo de amplificagcdao, a sonda
com fluordforo é degradada devido a atividade exonucleasica 5' - 3' da Tag DNA
polimerase, separando-se o "quencher" da molécula fluorescente durante a etapa da
extensdo. Isto resulta em um aumento da intensidade da fluorescéncia. Assim,
durante o processo de amplificacdo, a emissdao de luz aumenta de forma
exponencial. Esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda
hibridiza e quando a amplificagdo da sequéncia alvo é estabelecida (Heid et al.,
1996). A degradacéo da sonda n&do deve ocorrer quando ela esta livre, em solugéo;
deve ocorrer apenas apés o pareamento da sonda com o fragmento alvo e pela
atividade da Tag DNA polimerase. A fluorescéncia emitida pela degradacédo da
sonda com fluoréforo € considerada um método bastante sensivel para se
determinar a presenga (ou auséncia) de sequéncias especificas (Holland et al.,
1991; Novais e Pires-Alves, 2004; Kokkinos e Clark, 2006; Osman e Rowhani, 2006;
Osman et al., 2007; Osman e Rowhani, 2008; Osman et al., 2008).

A vantagem desse sistema é essencialmente a especificidade da sonda, que
se hibridiza apenas com amplicons especificos e tem a propriedade de ser marcada
com fluoréforos, excitados pela luz em diferentes comprimentos de onda (Figura 3).
Assim, é possivel a detecgdo de mais de uma sequéncia alvo, em uma unica reagao,
por meio da utilizacdo de diferentes sondas, marcadas com diferentes fluoréforos,
criando-se uma reagao multiplex (Bertolini et al., 2003; James et al., 2006).

Outro tipo de sonda é a Minor Groove Binding (MGB), que ndo contém um

“‘quencher” fluorescente, a exemplo do TAMRA, mas contém uma molécula que age
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como um quencher sem emissao de fluorescéncia (Non fluorescent quencher, NFQ),

como mostrado na Figura 4.

Filtros

Comprimento de onda
(nm)

Espectro de

emissao - o
Corantes ~20nm  ~550nm  ~580nm ~610 nm
* FAM * JOE *NED * ROX
* SYBR Green *VIC + TAMRA

Figura 3 - Espectro de emissao de alguns fluoréforos, o que confere flexibilidade na
escolha para as reagdes multiplex (Fonte: Manual do equipamento StepOnePlus™
Real-Time PCR System - Applied Biosystems).

A molécula MGB é covalentemente ligada a sonda devido a presenca de um
"linker" especifico que se liga ao sulco menor do DNA. O emprego deste tipo de
sonda evita o sinal de fluorescéncia basal (ruido de fundo, background), emitido por
um quencher fluorescente (TAMRA). Além disso, as sondas MGB, ao se parearem
com a sequéncia complementar, sdo extremamente estaveis, permitindo-se, assim,
0 uso de sondas mais curtas (13-15 pb) e que pareiem em temperaturas mais
elevadas, que as sondas TagMan do tipo TAMRA, aumentando a especificidade da
reacao (Kutyavin et al., 2000).

Como uma alternativa, o acumulo de produtos amplificados pode ser
acompanhado em tempo real usando-se corantes especificos de DNA, que
apresentem a capacidade de emitir fluorescéncia. Com isto, também, é possivel se
verificar o aumento da fluorescéncia de forma proporcional aos amplicons gerados
sem que ocorra interferéncia na evolugao da reacdo de PCR. Um corante com estas
caracteristicas € o SYBR® Green, que se liga entre as fitas duplas de DNA e, com a
excitacdo da luz emitida pelo sistema o6tico do termociclador, ocorre a emissédo de

uma fluorescéncia verde (Figura 5).
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Figura 4 - Representacédo esquematica da atuagao de uma sonda MGB.

O SYBR® Green n3o ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito baixa.
Durante a polimerizacdo, catalisada pela Tag DNA polimerase, as moléculas do
SYBR® Green vao se ligando ao DNA recém sintetizado. A detecgdo da
fluorescéncia, no fim da etapa de extensao de cada ciclo da PCR, permite monitorar,
continuamente e em tempo real, a quantidade crescente de DNA amplificado
(Vitzthum et al., 1999; Novais e Pires-Alves, 2004; Pico et al., 2005; Stewart et al.,
2007). As vantagens da utilizagdo do SYBR® Green s&o: baixo custo, facilidade de
uso e sensibilidade. A desvantagem é a ligacdo do SYBR® Green com todo DNA fita
dupla sintetizado durante a reagao, incluindo os dimeros dos oligonucleotideos e os
produtos inespecificos, o que poderia resultar em superestimativa da concentragao
do fragmento alvo. Assim, ao final dos ciclos da PCR em tempo real com SYBR®
Green é necessario a obtengao da curva de dissociacdo para comprovar que 0s
fragmentos de DNAs amplificados sado especificos.

Os equipamentos para o desenvolvimento de rea¢ao do tipo PCR em tempo
real, além de funcionarem como termocicladores, durante a PCR, também excitam
com um laser de ion argénio ou tungsténio, o(s) fluoréforo(s) presente(s) nas sondas

e, em seguida, transmitem a fluorescéncia emitida para um espectrografo, que
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separa as fluorescéncias originadas do fluoréforo reporter e da fluorescéncia basal
do quencher (se este for do tipo fluorescente).

A PCR em tempo real ("Real-time PCR") permite a quantificacdo de acidos
nucleicos de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, pois determina valores
durante a fase exponencial da reacdo. O calculo da quantidade de DNA presente em
amostras desconhecidas é realizado através da determinacao do ciclo limiar da fase
exponencial da PCR. O Ct (“Cycle Threshold”) é o ponto em que se atinge o valor
limite de fluorescéncia do fluordforo repodrter, separando os sinais de amplificacéao
especifica do “ruido de fundo” do sistema. Este ponto permite a quantificagao
baseada na fluorescéncia. A emissao de fluorescéncia aumenta na proporgao direta
da quantidade de produtos da PCR. Sendo assim, os valores de fluorescéncia sao

gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado.

¢
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Desnaturacgao
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Figura 5 - Representacdo esquematica do funcionamento de corantes intercalantes
fluorescentes (SYBR Green). Losangos escuros, SYBR Green sem intercalar o DNA
e losangos claros, SYBR Green intercalando a dupla fita de DNA sintetizada na
PCR.

O numero de ciclos necessarios para uma amostra atingir o seu Ct é
inversamente proporcional ao numero de copias do DNA alvo inicialmente presente
na amostra. Na representagcdo grafica do resultado de uma reagdo de PCR em
tempo real (Figura 6), na fase exponencial da curva, ha uma estreita relagao entre a

quantidade de DNA e o numero de ciclos. Apenas uma pequena regidao da curva
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apresenta uma correlagao linear. Uma curva de referéncia pode ser elaborada a
partir de uma amostra padrdao de DNA, com C; determinado em fungdo do
logaritmo da quantidade relativa de DNA, permitindo-se, assim, determinar a
quantidade de DNA em uma amostra (Figura 6). A curva, sucessivamente, tende
a atingir um "platé"; sendo que a medigdo da reacdo nesta fase, né&o esta
diretamente relacionada com a quantidade inicial do DNA alvo.

A PCR em tempo real apresenta algumas vantagens sobre a PCR
convencional, tais como precisao e possibilidade de quantificacdo do DNA alvo. A
quantificacdo do DNA é calculada na fase exponencial da reagcdo de PCR (ciclo
limiar), pois nesta fase da curva, os reagentes da reacao ainda nao foram totalmente
consumidos ou degradados (sonda), refletindo em minima variabilidade do resultado

final do teste.

0.90
0.80
0.70
Amostra
0.60 #
0.50
Limiar %

0.20

Fluorescéncia emitida

Regido da linha de base Amostra controle sem DNA
0.10

0.00 . 4
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Numero de ciclos da PCR

Figura 6 - Representacao grafica de uma reagdo de PCR em tempo real, mostrando
uma curva de emissao de fluorescéncia (Novais e Pires-Alves, 2004).

2.4.3. Multiplex PCR em tempo real

Multiplex PCR é a amplificagdo simultdnea de mais de uma sequéncia alvo
em uma unica reacado (Henegariu et al., 1997). Especificamente, PCR duplex é a
amplificacdo de duas sequéncias alvo em uma reagdo; PCR triplex consiste na
amplificagdo de trés alvos, e assim por diante. E possivel realizar Multiplex PCR em
tempo real utilizando sondas TagMan®, no qual cada ensaio tem uma sonda
especifica, marcada com um corante fluorescente individual (fluoréforo), resultando

em diferentes cores emitidas para cada ensaio (Bertolini et al., 2003; James et al.,
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2006). Os equipamentos para a PCR em tempo real (Real-time PCR) podem
distinguir entre os diferentes fluoréforos e o sinal de cada fluoréforo € usado para,
separadamente, quantificar cada alvo (Eun et al., 2000; Varga e James, 2005). A
PCR duplex, que apresenta varias vantagens sobre as reagbes individuais, €&
rotineiramente empregada em laboratérios de pesquisa. No entanto, o ajuste de uma
multiplex PCR, reprodutivel e confiavel, pode ser um desafio, pois os resultados
devem ser validados e, em algumas situagbes, a otimizagdo das condigbes da
reacao pode ser necessaria (Pallas et al., 2009). As vantagens da Multiplex PCR:

- Reducdo de custos, pois menos reagdes sao realizadas, economizando
reagentes caros (dNTPs, enzimas, controles endégenos, etc.);

- Preservacdo de amostras para as quais existe pouco material disponivel:
nos casos em que a quantidade da amostra é limitada, reagdes multiplex permitem
que mais alvos sejam analisados, usando uma aliquota unica de material da
amostra;

- Confiabilidade (por exemplo, efeito reduzido dos erros de pipetagem): a
qualidade dos resultados pode ser melhorada, pois o alvo de interesse é
normalizado para o controle enddégeno, presente dentro da mesma aliquota da
amostra (Nassuth et al., 2000; Sharman et al., 2000).

2.4.4. Fatores que influenciam a multiplex PCR em tempo real

Ensaios multiplex devem ser sempre validados e muitas vezes requerem
otimizagdo. Dependendo dos alvos que estdo sendo analisados e das amostras
utilizadas, a reagdo de otimizacdo e a validagdo podem variar de uma atividade
simples até ensaios mais complexos que consumam tempo e recursos. O custo e o
tempo necessarios aumentam em funcdo do nimero de alvos a serem detectados. E
absolutamente essencial que os resultados obtidos, a partir de reagbes multiplex,
sejam confirmados, de modo a refletirem os resultados obtidos, a partir de reagdes
individualizadas, para as mesmas amostras (James et al., 2006).

Ao se desenhar e escolher os diferentes oligonucleotideos para ensaios de
multiplex PCR ¢é importante considerar que:

- Um oligonucleotideo ndo deve conter bases que sdo complementares a
outras bases do mesmo oligonucleotideo (autocomplementaridade), nem deve

apresentar complementaridade com outros oligonucleotideos presentes na reagao
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multiplex. Complementaridade nas extremidades 3' devem ser especialmente
evitadas para minimizar a formagao de "artefatos" (ex. dimeros, oligbmeros).

- Um conteudo GC de 40-60% € recomendado para todos os
oligonucleotideos, evitando-se repeticdes excessivas de qualquer base. Além disso,
os oligonucleotideos ndo devem parear em regides de estrutura secundaria dentro
do alvo, pois estas regides podem ter Tm maior do que o do préprio
oligonucleotideo.

- A Tm deve ser a mesma para todos os oligonucleotideos utilizados na
reacao de multiplex.

- O tamanho do fragmento amplificado (amplicon) deve estar entre 50-150
pb para a eficiéncia ideal da reagdo de PCR. Oligonucleotideos que geram um
fragmento maior podem resultar em baixa eficiéncia de amplificacdo. Se néo for
possivel amplificar fragmentos na faixa de tamanho mencionada, sera necessario
otimizar a ciclagem de amplificacdo e os componentes da reagcado para fragmentos
maiores.

- O oligonucleotideo deve ser especifico para o alvo (Pallas et al., 2009).

Uma vez que dois ou mais alvos sao amplificados no mesmo tubo, eles
competem pelos mesmos reagentes (ANTPs e polimerase). E importante que esta
competigdo seja minimizada. Os dois alvos (e/ou reagdes) também podem inibir um
ao outro por meio de interagdes entre os quatro oligonucleotideos, as duas sondas,
os proprios alvos ou fragmentos amplificados (amplicons) ou qualquer combinagao
destes motivos. O objetivo da PCR multiplex é detectar e/ou quantificar com preciséao
cada alvo presente, sem interferéncias, tais como competicdo ou inibicdo entre as
reagcdes (Grondahl et al., 1999; James et al.,, 2006). Quanto mais alvos sao
amplificados em uma reacdo multiplex, maior a probabilidade de que possa ocorrer
competi¢ao por reagentes e inibicdo entre as reacgdes (Bertolini et al., 2001; Nassuth
et al., 2000; Menzel et al., 2002).

Também ¢é possivel realizar multiplex PCR com mais de dois alvos. Na
literatura cientifica existem varios trabalhos com triplex PCR, especialmente para a
identificacdo e/ou deteccdo de patdégenos (Pelletier et al., 2009; Agindotan, et al.,
2007). As recomendacgdes para a realizagdo de uma PCR multiplex, com mais de
dois alvos, sdo essencialmente as mesmas de uma reagdo duplex padrdo. E
importante levar em consideragao a quantidade relativa, dentro das amostras, de

cada um dos alvos e, se necessario, limitar a concentragdo de um par ou de todos
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os pares de oligonucleotideos nas reagdes, evitando-se a competicdo por reagentes
entre os fragmentos alvo amplificados. Também devem ser consideradas as
propriedades espectrais de cada fluoréforo que compde as sondas (intensidade de
fluorescéncia, sobreposigao espectral com outros fluoréforos) dentro da reagéo, afim
de que o registro de uma amplificagao nao interfira no registro de outra.

O desempenho da multiplex PCR deve ser cuidadosamente avaliado,
visando-se verificar sua adequacéo para a diagnose envolvendo grande numero de
amostras e para ensaios de rotina. O tempo e os custos associados a uma validagao
com este objetivo poderao ser compensados pela redugado dos custos globais de
funcionamento de uma reagcdo multiplex bem otimizada, ou seja, aquela em que os
resultados da multiplex PCR s&o similares aqueles obtidos a partir de reacgdes
individualizadas para cada alvo (Menzel et al., 2002; Nassuth et al., 2000; Saade et
al., 2000).

2.5. Utilizacdo da RT-PCR em tempo real (Tagman) para a deteccao de virus em
videira

As ferramentas para o diagndstico dos virus que infectam a videira tém
evoluido ao longo dos anos, tendo comegado pela indexagéo biolégica em plantas
indicadoras lenhosas ou herbaceas, passando pelos testes soroldgicos (ELISA) e
moleculares (RT-PCR convencional) até chegar a RT-PCR em tempo real. A
detecgao por PCR em tempo real é uma técnica muito sensivel e que pode ser
utilizada para superar as limitacbes apresentadas pelos ensaios de indexacao
bioldégica, ELISA e/ou PCR convencional (Osman et al., 2008). Esta técnica,
derivada da PCR, vem ganhando espaco no diagndstico viral, por apresentar
capacidade de gerar resultados quantitativos, pois permite 0 acompanhamento da
reacao e a apresentacao dos resultados de forma mais precisa e rapida em relacao
a PCR convencional, que apresenta somente resultados qualitativos (Novais e Pires-
Alves, 2004; Saponari et al., 2008). Além disso, a PCR em tempo real apresenta
elevada especificidade e sensibilidade.

A PCR em tempo real permite a quantificagdo dos fragmentos alvo
amplificados de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, pois determina
valores durante a fase exponencial da reagdo. A vantagem desse sistema
fundamenta-se na especificidade da sonda, que se liga apenas a amplicons

especificos e ainda apresenta a propriedade de usar diferentes tipos de fluoréforos,
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excitados pela luz em diferentes comprimentos de onda. Desta forma se processa a
marcacao de diferentes sondas, o que permite a deteccdo de mais de uma
sequéncia alvo em uma unica reagdo, caracterizando-se uma reagdo multiplex
(Bertolini et al., 2003; James et al., 2006).

O emprego da PCR em tempo real para a deteccédo de virus que infectam
diferentes hospedeiras (Picé et al., 2005; James et al., 2006; Kokkinos e Clark,
2006), incluindo a videira (Osman e Rowhani, 2006; Osman et al., 2007; Stewart et
al., 2007; Osman e Rowhani, 2008; Osman et al., 2008) foi relatado por diferentes
autores.

Stewart et al. (2007) avaliaram videiras infectadas com Tomato ringspot virus
(ToRSV) por meio dos ensaios de deteccdo One-step RT-PCR em tempo real com
SYBR® Green e imunoenzimatico, detectando-se maior nimero de videiras
infectadas ao utilizarem o primeiro teste. Da mesma forma, Beuve et al. (2007)
detectaram por RT-PCR em tempo real com SYBR® Green, de forma reprodutivel, e
com sensibilidade 125 vezes superior, comparada a RT-PCR convencional, 43
isolados do GLRaV-2 provenientes de diferentes origens geograficas e cultivares de
videira.

Osman et al. (2007) também realizaram ensaios de RT-PCR em tempo real,
porém utilizando sondas marcadas com fluoréforos (TagMan), para a detecgao
especifica dos virus associados ao enrolamento da folha da videira 1 ao 5 e 9
(GLRaV-1 ao -5 e -9). Nesse experimento foram avaliados diferentes isolados, com
ampla distribuicdo geografica, incluindo Africa do Sul, Europa, Australia, Asia,
América Latina e Estados Unidos. Os resultados mostraram que a RT-PCR em
tempo real foi mais sensivel quando comparada a RT-PCR convencional, podendo
detectar estes virus em amostras mais diluidas, e obtidas a partir de diferentes
meétodos de extragao.

Osman e Rowhani (2008) utilizaram a RT-PCR em tempo real, com sonda
com fluoréforo, para a deteccdo dos virus associados ao Complexo do Lenho
Rugoso (“Rugose wood”) da videira. Os virus detectados foram GRSPaV
(Foveavirus), além de GVA, GVB e GVD. Comparagdes entre RT-PCR convencional
e RT-PCR em tempo real foram realizadas, assim como no trabalho de Osman et al.
(2007). Em relagédo ao GRSPaV, estes autores demonstraram que RT-PCR em
tempo real pode detectar mais isolados deste virus (85% em RT-PCR em tempo real

comparada a 80% em RT-PCR convencional), utilizando-se os oligonucleotideos
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48F/49R, desenhados com base em regides conservadas do gene da proteina
capsidial de varios isolados de GRSPaV. Resultados similares foram obtidos para
GVA (72% e 62%), GVB (74% e 40%) e GVD (40% e 20%) quando testados por RT-
PCR em tempo real e RT-PCR convencional, respectivamente.

Osman et al. (2008) realizaram comparagdes de matrizes de baixa
densidade (LDA), uma modificacdo da técnica de RT-PCR em tempo real, utilizando
micro placas com 384 pocos, para a detecgao especifica de 13 virus que infectam a
videira [GLRaV-1, -2, -3, 4, -5 e 9, GLRaV-2 (estirpe RG), GRSPaV, GVA, GVB,
GFLV, ToRSV e GFkV]. As LDAs foram avaliadas considerando-se ampla gama de
isolados, distribuidos geograficamente na Africa, Europa, Australia, Asia, América
Latina e nos Estados Unidos. A detecgao, com alta eficiéncia, destes virus, usando
LDAs foi comparada com RT-PCR em tempo real (TagMan). Os resultados
demonstraram que a tecnologia LDA, aliada a RT-PCR em tempo real (TagMan), é
uma ferramenta promissora e economiza tempo na deteccdo de patdgenos de
plantas, permitindo analisar simultaneamente em uma unica reacgado diferentes
patdbgenos em uma amostra.

Margaria et al. (2009) realizaram a deteccdo multipla de fitoplasmas
associados as doencas Flavescence dorée (FD) e Bois noir (BN) e dos virus GLRaV-
1 e -3 e GVA, usando extrato bruto como molde e obtiveram resultados cinco vezes
mais sensiveis, comparando o método de RT-PCR convencional com a RT-PCR em
tempo real para a deteccdo do fitoplasma FD. Adicionalmente, os virus foram
detectados por nested-PCR em tempo real, método que também apresentou maior
sensibilidade quando comparado aos ensaios de ELISA e RT-PCR convencional.

Klaassen et al. (2011) analisaram espécies de Vitis spp. e de outras
hospedeiras provenientes de nove vinhedos do Napa Valley-EUA, e detectaram
infeccoes simples e multiplas dos virus GLRaV-2 e -3, GVA e GVB por RT-PCR
convencional e quantitativo (QRT-PCR) em seis de 66 acessos de V. californica e em
11 de 19 hibridos de V. californica x V. vinifera. GLRaV-1, -4, -5 e -9 e GVD néao
foram detectados. Analises filogenéticas da sequéncia de nucleotideos de parte do
gene da proteina capsidial do GLRaV-2 e -3 indicaram pouca variabilidade entre os
isolados. Das 75 amostras positivas, 29 foram positivas por ambos os métodos, RT-
PCR e gRT-PCR, enquanto que 46 foram positivas apenas em qRT-PCR, indicando

que a gRT-PCR foi mais sensivel para deteccéo dos virus estudados.
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Pacifico et al. (2011) também desenvolveram ensaios gqRT-PCR TagMan
para a quantificacdo de GLRaV-1 e -3, GVA, GFLV e GFkV em Vitis vinifera,
provenientes do Piemonte (Noroeste da Italia), confirmando se tratar de um método
confiavel e especifico para a quantificagdo viral e indexagdo de infecgdes virais
simples ou multiplas em videiras. Cepin et al. (2010) detectaram de forma
quantitativa, isolados de GFLV, provenientes de diferentes regides geograficas, e
demonstraram que a qRT-PCR apresentou sensibilidade 1000 vezes maior do que
ELISA. Concentragbes tdo baixas quanto dez coépias do genoma do GFLV por
reacao foram detectadas, de forma segura, usando-se a gRT-PCR e a partir de
diferentes tipos de amostras de videira, incluindo raspa de floema de plantas
dormentes.

Bertolini et al. (2010) analisaram videiras produtoras de uvas de mesa,
provenientes de importantes areas de cultivo da Espanha (Vinalopd, Alicante),
objetivando determinar a prevaléncia de cinco virus, incluidos no programa de
certificacdo espanhol: Arabis mosaic virus (ArMV), GFLV, GFkV, GLRaV-1 e GLRaV-
3. As amostras foram coletadas em dois diferentes periodos vegetativos, na
primavera e na dorméncia das plantas. A deteccdo por RT-PCR convencional
resultou em 95,8% (primavera) e 47,4% (dorméncia) de plantas infectadas, sendo
que as analises realizadas por RT-PCR em tempo real foram muito mais sensiveis
quando comparadas ao ELISA. O virus prevalente neste estudo foi o GFLV (95,8%),
seguido do GLRaV-3 (94,7%), GLRaV-1 (66,3%) e GFkV (65,3%). Este trabalho
também enfatizou afirmativas mencionadas por Osman et al. (2008) em relagcéao a
dificuldade de deteccdo de virus em videira devido a expressivas variacdes
sazonais na concentracdo viral. Também cita que o teste ELISA nao possui
suficiente sensibilidade quando realizado em determinados estadios de
desenvolvimento da videira.

Na literatura cientifica € possivel encontrar significativa quantidade de
trabalhos que comparam a eficiéncia e vantagens da técnica de RT-PCR em tempo
real em relacdo a RT-PCR convencional, para a detecgao de diferentes virus
infectando diversas culturas. Kokkinos e Clark (2006) conduziram ensaios de RT-
PCR em tempo real, com sondas com fluoréforo, para a detecgdo e a quantificacéo
dos virus de batata-doce Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV), Sweet potato
virus G (SPVG), Ipomoea vein mosaic virus (IVMV), Sweet potato chlorotic stunt

virus (SPCSV) e Sweet potato leaf curl virus (SPLCV), diretamente de plantas de
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batata-doce infectadas. Os resultados obtidos demonstraram que a PCR em tempo
real foi 0 método mais rapido, mais seguro e, também, o método mais sensivel para
a deteccdo e a quantificacdo destes virus, diretamente da planta de batata-doce,
quando comparado a PCR convencional.

Ruiz-Ruiz et al. (2009) desenvolveram ensaios de RT-PCR em tempo real
(TagMan) para a detecgao e a quantificagao de Citrus leaf blotch virus (CLBV) em
plantas citricas, determinando que a detecc¢ao foi altamente especifica e cerca de mil
vezes mais sensivel quando comparada a deteccdo por RT-PCR convencional. O
protocolo utilizado permitiu a deteccdo de, no minimo, 100 cépias do RNA do CLBYV,
presentes em diferentes tecidos e variedades de citros, de diferentes origens
geograficas, infectados com CLBV. Estes resultados incrementaram o método de
deteccdo de CLBV e estdo sendo aplicados em programas de obtengdo de materiais
sadios, na avaliagdo quarentenaria e em programas de certificacdo de citros na
Espanha.

Abordagens que permitam a detecgéo simultanea de varios virus de plantas
(multiplex) apresentam vantagens, tais como redugédo do numero de testes (reagdes)
a ser realizado, racionalizagcédo do uso de reagentes, diminuigdo do tempo necessario
para a analise e consequente reducado do custo da detecgao por PCR em tempo
real. A RT-PCR em tempo real também €& uma tecnologia que apresenta certa
flexibilidade, pois permite a deteccdo especifica de amplo espectro e/ou simultanea
de varios virus de plantas, o que resulta em reducgao global de custos e na melhoria
da capacidade de monitorar ou de manejar/controlar patégenos em determinados
cultivos (James et al., 20006).

Em resumo, a PCR em tempo real permite a quantificagdo das amostras
amplificadas, caracteristica de grande relevancia para o diagndstico de patégenos e,
as vantagens desta técnica, em relacdo a PCR convencional, sdo a facilidade de
quantificacdo, maiores sensibilidade, precisdo, reprodutibilidade e acuracia,
velocidade na analise, melhor controle de qualidade no processo e menor risco de
contaminagao das reagdes (Novais e Pires-Alves, 2004). A detecgdo de mais de
uma espécie viral, em uma unica reacao de PCR em tempo real (Multiplex PCR em
tempo real), agrega vantagens a esta técnica, permitindo maximizar a indexagéo de
maior numero de amostras, entretanto, calibragcdes especificas das reagdes sao
necessarias para a execucgao da Multiplex PCR em tempo real.

A Multiplex PCR constitui-se em um valioso recurso das técnicas
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moleculares, pois oferece a possibilidade de detectar dois ou mais patégenos em
uma unica reagao. Pode ser usada para a deteccado simultanea de virus de plantas,
com diferentes abordagens: utilizagdo de diferentes oligonucleotideos especificos
em uma mesma reagdao ou utilizagcdo de oligonucleotideos degenerados para a
deteccdo de um género ou familia viral, em ambos os casos a especificidade é
resultado da hibridizagcao da sonda (Pallas et al., 2009). Estas abordagens sao muito
atrativas para os diagnosticos de rotina, pois reduzem tempo, trabalho e custo.
Varias técnicas que permitem a deteccéo simultdnea e/ou a identificacido de varios
virus em uma unica reacédo de PCR e tém sido empregadas com sucesso (James et
al., 2006; Pallas et al., 2009). Tais técnicas utilizam mudultiplos pares de
oligonucleotideos especificos, a exemplo da multiplex RT-PCR (Henegariu et al.,
1997; James e Upton, 1999; Bertolini et al., 2001; Ito et al., 2002; Thompson et al.,
2003; Sanchez-Navarro et al., 2005) ou pares de oligonucleotideos degenerados
(Foissac et al., 2005; James e Upton, 1999) capazes de promover a amplificagdo de
vérios alvos (ex: diferentes espécies virais em um género ou familia). E possivel
ainda vislumbrar estratégias mais complexas, nas quais ha a combinacdo destas
abordagens basicas, ou seja, a utilizagao de oligonucleotideos degenerados em um
formato do tipo multiplex (Saade et al., 2000; Dovas e Katis, 2003).

Técnicas tradicionais de detecgdo de virus de plantas, por meio de
bioensaios ou sorologia, sdo relativamente baratas, mas via de regra, apresentam
limitada sensibilidade. Em contraponto, diversas técnicas mais atuais, baseadas em
deteccdo multipla, apresentam custo reduzido e maior sensibilidade (James et al.,
2006). A PCR em tempo real € uma tecnologia nova e instigante, com amplas
aplicagdes para a analise quantitativa e qualitativa de virus em plantas (Eun et al.,
2000; Varga e James, 2005).

A possibilidade de amplificacdo simultanea de dois ou mais alvos tem varias
vantagens evidentes: diferentes regides do genoma do alvo podem ser amplificadas
para a confirmacao de uma deteccido especifica; a deteccdo pode ser combinada
com uma identificacao especifica, por ex. deteccdo de uma espécie viral e
identificacdo da estirpe viral, com varios virus podendo ser identificados em um
unico ensaio (Pallas et al., 2009). Entretanto, o desenvolvimento de um ensaio
multiplex costuma ser complexo, envolvendo ajustes especificos. Cada reagédo de
amplificacéo individual deve funcionar em condi¢cdes idénticas, evitando-se, assim, a

competi¢ao por interferéncia, que pode ocorrer entre as amplificagdes individuais.
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Outro problema intrinseco a multiplex é a identificacdo e a discriminacdo dos
produtos individuais da PCR (Bertolini et al., 2003; Grondahl et al., 1999).

As etapas de preparacdo das amostras vegetais, objetivando que as
mesmas apresentem qualidade e auséncia de compostos inibidores da reacao de
PCR, sdo fundamentais para que ensaios de multiplex PCR sejam realizados com
sucesso (Nassuth et al., 2000; Bertolini et al., 2001; Nie e Singh, 2001; Dovas e
Katis, 2003). Entretanto, apesar da possivel dificuldade encontrada para a
otimizagdo, em muitos casos, a realizagdo da deteccdo simultdnea consiste em
interessante estratégia para melhorar, em termos de especificidade e sensibilidade,

a capacidade de deteccao de virus em plantas (James et al., 2006).

2.6. Andlise de sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos de
cinco espécies virais que infectam a videira

2.6.1. Grapevine fleck virus (GFkV)

A mancha das nervuras € uma virose que normalmente, apresenta alta
incidéncia em vinhedos comerciais e, por ser latente em praticamente todas as
cultivares de copa e portaenxerto de videira, faz parte dos programas de selegéo
sanitaria da maioria dos paises viticolas. E causada pelo Grapevine fleck virus
(GFKkV), familia Tymoviridae (Martelli et al., 2002b), género Maculavirus (Martelli et
al., 2002c). Este virus ndo é transmissivel mecanicamente, é limitado ao floema,
possui particulas isométricas de 30 nm de diametro e RNA fita simples com 7.564
nucleotideos, organizados, em quatro ORFs. A sequéncia de nucleotideos do
genoma completo de um isolado italiano do GFkV foi obtido por Sabanadzovic et al.
(2001) e Fajardo et al. (2004) também conduziram uma caracterizagdo parcial do
gene da replicase viral de um isolado brasileiro. A proteina capsidial (CP) tem massa
molecular de 28 kDa (Sabanadzovic et al., 1996; Sabanadzovic et al., 2001).

Essa doenca ja foi registrada na maioria dos paises viticolas do mundo,
inclusive no Brasil (Kuhn, 1992; Kuniyuki e Costa, 1987, 1995). O GFkV ja foi
relatado em videiras nos Estados Unidos (Califérnia e Missouri) (Milkus e Goodman,
1999), Australia (Shi et al., 2003), Europa (Martelli et al., 2002c) e, recentemente, em
Washington (EUA) (Naidu e Mekuria, 2010).

O GFkV é disseminado via material propagativo infectado e transmitido

através de enxertia. Os sintomas da doencga sdo observados nas folhas novas e de
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meia idade (durante a fase de brotagdo na primavera) da cultivar de portaenxerto
Rupestris du Lot, utilizada como indicadora desta virose. Observam-se manchas
translucidas, de um a trés milimetros de comprimento, sem forma definida, que
acompanham as nervuras, em especial as de terceira e quarta ordens (Hewitt et al.,
1972; Kuhn, 1992; Kuniyuki e Costa, 1994). Estas manchas aparecem distribuidas
em parte ou em toda a lamina foliar. Outros sintomas comuns sdo a abertura
excessiva do seio peciolar, a assimetria com distorcdo e a deformacao das folhas.
As plantas muito afetadas sdo menos desenvolvidas e podem apresentar as folhas
com os bordos voltados para cima. O portaenxerto Kober 5BB também mostra os
sintomas da doenca, porém com menor intensidade. Nas demais cultivares
comerciais, o virus ocorre de forma latente. Nenhuma outra hospedeira natural, além
da videira, é conhecida (Kuhn, 1992; Martelli et al., 2002c; Fajardo et al., 2003a).
Nao ha constatacdo de contaminacédo de plantas através de ferramentas ou
tesoura de poda e, até o momento, ndo se tem comprovagao cientifica da

disseminagdo deste virus por vetores (Martelli et al., 2002c).

2.6.2. Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5)

A virose do enrolamento das folhas, que ocorre em praticamente todas as
regides do mundo onde a videira € cultivada, € causada por um complexo de até
nove espécies virais, sorologicamente distintas e denominadas “virus associados ao
enrolamento da folha da videira” (Grapevine leafroll-associated virus, GLRaV-1 a -9).
O GLRaV-2 é classificado no género Closterovirus, os GLRaV-1, -3 e -5 como
Ampelovirus; GLRaV-4, -6, -8 e -9 como Ampelovirus n&o classificados e o GLRaV-7
como Closteroviridae nao classificado. Além destas espécies reconhecidas, outras
espécies de GLRaV foram propostas, tais como: GLRaV-10, GLRaV WC-HSP-10,
GLRaV-11, GLRaV-Carn, -Pr e -De (Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2012).

Especificamente, o GLRaV-5 foi relatado em diversos paises viticolas, tais
como Chile (Engel et al., 2010), China (Pei et al., 2010), Espanha (Padilla et al.,
2010), Argentina (Talquenca et al., 2009) e Estados Unidos (Good e Monis, 2001;
Thompson et al., 2012) e, também por meio de ELISA, no Brasil (Kuniyuki et al.,
2008).

O GLRaV-5, classificado na familia Closteroviridae e no género Ampelovirus,

possui particulas alongadas e flexuosas e genoma composto de RNA fita simples,
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senso positivo. Recentemente, Thompson et al. (2012) caracterizaram
molecularmente o genoma completo do GLRaV-5, obtendo a sequéncia completa
com 13.384 nucleotideos organizados em sete ORFs. Esta espécie viral ndo é
transmissivel mecanicamente e se dissemina naturalmente nos vinhedos pela
transmissao, de maneira semipersistente, por varias espécies de pseudococcideos
(Tsai et al., 2010).

2.6.3. Grapevine virus A (GVA) e Grapevine virus D (GVD)

O GVA, familia Betaflexiviridae, € a espécietipo do género Vitivirus; possui
particulas alongadas com, cerca de, 800 nm de comprimento e genoma monopartido
de RNA fita simples com 7351 nucleotideos. Fajardo et al. (2003b) e Moreira et al.
(2004) realizaram a caracterizagbes moleculares do GVA, baseadas no gene da
proteina capsidial, de isolados provenientes do Rio Grande do Sul e de Sao Paulo,
respectivamente. A proteina capsidial tem 22 kDa de peso molecular (Minafra e
Hadidi, 1994; Minafra et al., 1994; Martelli et al., 1997). O GVA e o GVB apresentam
distante relacionamento sorolégico, compartilhando 75% de identidade de residuos
de aminoécidos na proteina capsidial (Choueiri et al., 1997). E transmissivel para
hospedeiras herbaceas, tais como: Chenopodium quinoa, C. amaranticolor,
Gomphrena globosa e espécies de Nicotiana.

A etiologia das caneluras do tronco nao esta totalmente esclarecida,
pertencendo, porém, ao complexo do lenho rugoso da videira (“Rugose Wood
complex”). As caneluras do tronco sdo devidas a presenga de uma ou mais das
seguintes viroses: Acanaladura do lenho de Kober (“Kober stem grooving”);
Intumescimento dos ramos (“Corky bark” e Caneluras do tronco de Rupestris
(“Rupestris stem pitting”), cujos agentes causais sdo GVA, GVB e GRSPaV,
respectivamente (Savino et al., 1989; Minafra, 2000; Du-Preez et al., 2011). Além
destas trés espécies virais, o Grapevine virus D (GVD) também esta associado ao
Complexo do lenho rugoso da videira (Rosa et al.,, 2011). Todas estas viroses, a
excecao do GVD, ja haviam sido relatadas no Brasil (Kuniyuki, 1972; Amorim e
Kuniyuki, 2005; Kuniyuki et al., 2001; Kuhn et al., 2002).

Em cultivares sensiveis, caneluras sdo observadas sob a casca do tronco da
videira na superficie do lenho. As caneluras correspondem ao local onde a casca
penetra no tronco, prejudicando a formacado dos vasos condutores da seiva. O

numero de caneluras, seu comprimento e largura variam, dependendo da
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sensibilidade da cultivar afetada e da estirpe do virus. As plantas doentes em geral
diminuem o vigor e ha atraso na brotagdo das gemas de uma a duas semanas. A
casca do tronco é mais grossa e de aspecto corticento (Du-Preez et al., 2011).

Em algumas combinagdes enxerto/portaenxerto, os sintomas podem se
limitar a um dos componentes, quando o outro é tolerante. Os portaenxertos,
especialmente o Paulsen 1103, normalmente mostram sintomas nitidos da doenga.
Muitas cultivares de produtoras viniferas e americanas sao altamente suscetiveis. As
caneluras podem ser observadas até nas raizes, especialmente em cultivares muito
suscetiveis, como o portaenxerto Rupestris du Lot. Também pode ocorrer na regiao
da enxertia uma diferenga de didmetro entre o enxerto e o portaenxerto. As folhas
das cultivares tintas podem apresentar avermelhamento, em plantas muito afetadas,
em funcdo da formagédo anormal dos vasos condutores na regido afetada (Kuniyuki,
2001; Amorim e Kuniyuki, 2005). Plantas severamente infectadas podem morrer
entre seis e dez anos de idade, ou até mais cedo, quando ambas as cultivares
(portaenxerto e enxerto) sdo muito sensiveis. Em algumas cultivares a doenga pode
permanecer em estado latente (Du-Preez et al., 2011).

A disseminagdo de longa distancia das caneluras do tronco ocorre pelo
material propagativo infectado e a transmissao através de enxertia. Demonstrou-se
que o GVA pode ser transmitido entre videiras ou para hospedeiras herbaceas pelos
pseudococcideos (cochonilhas) Heliococcus bohemicus, Pseudococcus longispinus,
Pseudococcus viburni (= P. affinis), Planococcus citri, Planococcus ficus,
Pseudococcus comstocki, Neopulvinaria innumerabilis e Parthenolecanium corni
(Rosciglione et al., 1983; La Notte et al., 1997; Regenmortel et al., 2000).

Boscia et al. (1992) determinaram 20% de incidéncia de GVA em 1.100
videiras, na Italia, provenientes de colecdes de cultivares, mantidas a campo, e com
diferentes origens geograficas. No Brasil, Kuhn et al. (2002) analisaram a infecgéo
por GVA em amostras de videiras americanas, provenientes de municipios da
principal regido viticola do Rio Grande do Sul, e observaram 6,1 a 8,6% de infecgao.

Ha relato de perdas na colheita de até 22% em cultivares de uvas para vinho
na ltalia, atribuidos ao GVA (Garau et al., 1994). Na Republica Checa, videiras
infectadas com GVA e GVB com sintomas tipicos de casca com aspecto corticento,
apresentaram os efeitos negativos desta infecgdo viral (Kominek et al., 2009). No
entanto, na Alemanha, mesmo a alta incidéncia de GVA (46,9%) nao resultou em

impacto expressivo sobre o crescimento das videiras (Ipach e Kling, 2008).
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O Grapevine virus D (GVD), familia Betaflexiviridae, género Vitivirus,
também esta associado aos sintomas do complexo do lenho rugoso, mas seu papel
na etiologia desta doenga ndo € completamente conhecido. Rosa (2007) determinou
a sequéncia completa de nucleotideos do genoma do GVD, embora tal sequéncia
nao esteja disponivel no banco de dados GenBank do NCBI. Esta autora também
identificou o mecanismo adotado por este virus (supressao do silenciamento génico)
para neutralizar o sistema de defesa da hospedeira.

Em recente avaliagdo do efeito viral, plantas (portaenxerto cv. Freedom)
infectadas unicamente com GVD, exibiram severa reducido do crescimento, embora
sem manifestar sintomas no lenho das plantas (Rosa et al., 2011).

O GVD apresenta genoma monopartido de RNA com, aproximadamente,
7600 nucleotideos e organizagdo genOmica similar a outros membros do género
Vitivirus (GVA, GVB). A particula viral tem, cerca de, 825 nm de comprimento,
enquanto a proteina capsidial possui massa molecular de 17,6 kDa (Abou-Ghanem
et al., 1997). Antes deste trabalho, o GVD ainda ndo havia sido relatado em videira
no Brasil (Dubiela et al., 2011).

O GVD foi detectado, por RT-PCR, em 4% de 218 videiras infectadas com o
complexo do lenho rugoso, em trabalho realizado por Abou-Ghanem et al. (1997).
Boscia et al. (2001) produziram anticorpos monoclonais contra o GVD, e utilizaram
estes anticorpos em ELISA, para esclarecer o envolvimento deste virus na etiologia
do complexo do lenho rugoso. Constataram infecgcdo por GVD em 209 das 676
videiras testadas (31%), percentual superior ao encontrado por Abou-Ghanem et al.
(1997).

E possivel que o GVD possa ser transmitido, de maneira semipersistente,
por pseudococcideos (cochonilhas) vetores, pois os outros Vitivirus (GVA e GVB)
tém essa propriedade. Atualmente, o numero de isolados caracterizados
molecularmente € bastante limitado, com poucas sequéncias de nucleotideos de
GVD disponiveis em banco de dados (Quadro 4). O genoma completo do GVD néo
esta disponivel em banco de dados, apenas sequéncias incompletas do genoma

estdo disponiveis (Abou-Ghanem et al., 1997).

2.6.4. Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1)

O enrolamento da folha, uma das principais doengas da videira, diminui a
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producao e a qualidade da uva, e pode ser causado por diferentes espécies do
"virus do enrolamento da folha da videira" (Grapevine leafroll-associated virus,
GLRaV) (Quadro 4). Pela incidéncia e importéncia econémica, no Brasil e em outros
paises viticolas, destaca-se o GLRaV-1 (Lima, 2009; Martelli, 2009).

Este virus pertence a familia Closteroviridae, género Ampelovirus (Quadro
3), e possui particula alongada e flexuosa. Apresenta genoma composto por RNA de
fita simples, senso positivo, com, cerca de, 19.500 nucleotideos. E disseminado de
maneira semipersistente por pseudococcideos (cochonilhas) e transmitido através
da enxertia, mas néo é transmissivel por inoculagcdo mecanica (Fazeli e Rezaian,
2000) (Quadro 2). A unica hospedeira natural deste virus é a videira (Vitis spp.). Os
sintomas tipicos de enrolamento dos bordos da folha para baixo sdo observados nas
cvs. européias (V. vinifera), podendo provocar o definhamento das plantas (Lima,
2009).

Isolados de GLRaV-1 ja foram relatados em vinhedos do Brasil (Lima, 2009)
e, posteriormente, alguns isolados locais foram caracterizados molecularmente por
Fajardo et al. (2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados virais

Os isolados virais foram obtidos de diferentes cultivares de videiras,
previamente caracterizados molecularmente (controles positivos) e mantidos em
casas de vegetacdo na Embrapa Uva e Vinho (Bento Gongalves, RS) (Quadro 5). E
possivel que estas plantas-controle estivessem coinfectadas com outros virus,
entretanto isto ndo foi considerado neste trabalho. Videiras sadias (recuperadas
apos procedimentos de termoterapia e/ou cultura de tecidos) foram usadas como

controles negativos das reagdes (Quadro 5).

3.2. Extrac&o de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada a partir da adogao de trés protocolos
distintos, visando-se obter extragcbes de RNA concentradas e livres de impurezas
(inibidores), vinculadas a um protocolo de facil e rapida execugao.

O primeiro método utilizado foi o emprego do kit comercial “RNeasy Plant
Mini” (Qiagen), com pequenas modifica¢des, para a extracdo do RNA total. O tecido
vegetal, 100 mg de nervuras e peciolos de folhas ou de fragmentos do lenho de
videiras infectadas, foi triturado em nitrogénio liquido, adicionando-se 450 uL do
tampéao de extracdo, descrito por Mackenzie et al. (1997), e incubando-se a amostra
por trés minutos a 56°C. As etapas seguintes foram desenvolvidas conforme as
recomendacdes técnicas do fabricante.

O segundo método utilizado foi o método de adsor¢cdo em silica (Rott e
Jelkmann, 2001), partindo-se da trituragdo de 300 mg de tecido vegetal em tampéo
de extragdo, composto por tiocianato de guanidina (4 M), acrescido de outros
reagentes. Apos a precipitacdo dos acidos nucleicos com 150 pL de etanol absoluto,
300 pL de iodeto de sodio (6 M) e 25 pL de silica (60 g de silica, Sigma S5631, em
500 mL de agua livre de RNAse), os sedimentos foram ressuspendidos em 150 uL
de agua livre de RNAse.

O terceiro método de extragdo foi o protocolo descrito por Zeng e Yang
(2002), adaptado por Reid et al. (2006). A partir de 100 mg de tecido vegetal,
triturado na presenga de nitrogénio liquido, acrescentaram-se 750 uL de tampéao de

extragdo, composto por brometo de cetiltrimetilambnio (CTAB) a 2% (p/v) e outros
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reagentes. ApoOs a precipitacdo dos acidos nucleicos com acetato de soédio e
isopropanol, os sedimentos foram ressuspendidos em agua livre de RNAse, para um
volume final de 500 pL. As proximas etapas consistiram da precipitagdo seletiva do
RNA com 2 M de cloreto de litio (LiCl), lavagem do sedimento e a ressuspenséao do

RNA em 50 uL de TE, preparado com reagentes livres de RNase.

Quadro 5 - Relagcdo de controles positivos (hospedeiras infectadas com isolados
virais previamente identificados e caracterizados) e negativo (planta sadia),
utilizados nas reagdes de RT-PCR em tempo real (TagMan)

Isolado gene caracterizado Acesso no Cultivar de videira

Virus Acrbénimo Viral (pb) GenBank hospedeira Referéncia
Grapevine leafroll- 969 . Fajardo et al.
associated virus 1 GLRaV-1  0S (proteina capsidial) GQ332536 Petit Syrah (2011)
Grapevine leafroll- 597 Radaelli et al.
associated virus 2 C-hav-2 Ul (proteina capsidial) £U093126  LN33/Isabel (2009)
Grapevine leafroll- . ] 942 . Fajardo et al.
associated virus 3 GLRaV-3 Pet4 (proteina capsidial) AY755208 Petit Syrah (2007)
Grapevine leafroll-
. A 162 JQ031715 e .

(q)ssomated virus5 GLRaV-5 Card (HSP70 parcial) JQ031716 Cardinal Este trabalho

. . 597 Italia Fajardo et al.
Grapevine virus A GVA GVA-RS (proteina capsidial) AF494187 (Pirovano 65) (2003b)

LN33

. . 594 (Couderc 1613 x  Nickel et al.

Grapevine virus B GVB BR1 (proteina capsidial) AF438410 Thompson (2002)
Seedless)

. . 852

8rapevme virus D GVD gglrc e (proteina capsidial J?Q()g; 17 71 15 6e gglrceat;c;ea Este trabalho
9 /RNA binding protein) ganeg

Grapevine
rupestris stem 780 Radaelli et al.
pitting-associated GRSPaV  CF210 (proteina capsidial) EF690384  Cabernet Franc (2009)
virus

. Rupestris du .
\CI-:i‘rrSSevme fanleaf GFLV RUP ( rOte"::lg <idial) EU258680 Lot / Maria Zz%ze)lh etal.

P P (IAC 514-6)

. Fajardo et al.
Grapevine fleck  opy g 693 N022610 Benefuij (2004) e este
virus (proteina capsidial) trabalho

Controle negativo

Paulsen 1103
(submetido a
termoterapia de

(sadio) (88+93+63 dias e

cultura de tecidos)

O Isolados caracterizados molecularmente no presente trabalho. Para GFkV havia uma
caracterizagdo molecular parcial prévia deste isolado (245 pb na replicase viral) (Fajardo et al., 2004).

A concentracdo do RNA extraido foi avaliada em espectrofotdmetro
(GeneQuant Pro, Amersham Bioscienses), selecionando-se, preferencialmente, para
uso posterior, aquelas extragcdes de RNA com razdo 260/280 nm entre 1,8 € 2,0 e
razao 260/230 nm, maior que 2,0. A integridade do RNA total também foi verificada

por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2% (p/v), corado com Gel Red™,
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corante fluorescente ultrasensivel e de baixa toxicidade. As extracbes de RNA total

foram armazenadas a -20° C.

3.3. Deteccao por RT-PCR em tempo real (TagMan)

Os ensaios foram conduzidos nos Laboratérios de Virologia e de Biologia
Molecular Vegetal da Embrapa Uva e Vinho (Bento Gongalves, RS). As videiras
utilizadas, infectadas com dez diferentes virus GRSPaV, GVA, GVB, GVD, GLRaV-
1, -2, -3 e -5, GFLV e GFkV, previamente caracterizados, foram mantidas em casas
de vegetacdo na Embrapa Uva e Vinho (Bento Gongalves, RS). Videira
comprovadamente sadia, proveniente de tratamento de termoterapia e cultura de
tecidos, foi utilizada como controle negativo (Quadro 5).

Todos os oligonucleotideos e as sondas para as reagbes de RT-PCR em
tempo real estdo descritos no Quadro 6. As sequéncias de nucleotideos dos
oligonucleotideos e das sondas foram definidas com base no alinhamento multiplo
de nucleotideos de regides gendmicas conservadas para diferentes isolados do
mesmo virus (Osman e Rowhani, 2006; Osman et al., 2007; Osman e Rowhani,
2008; Osman et al., 2008).

Multiplos oligonucleotideos e/ou sondas com fluoréforo foram desenhados
para GRSPaV, GVA, GVB e GFkV devido a dificuldade para se encontrar regides no
genoma destas espécies virais com 100% de sequéncia consenso entre os isolados
alinhados. A mistura desses multiplos oligonucleotideos e sondas foi usada, em
cada reacao, para aumentar a eficiéncia de detecgao das quatro espécies virais
mencionadas anteriormente. Para as demais espécies virais (GLRaV-1, -2, -3 e -5,
GFLV e GVD) foram utilizados apenas os dois oligonucleotideos ("forward" = viral e
"reverse" = complementar), além de apenas uma sonda (Quadro 6). As sondas
foram marcadas com os fluoréforos 6-FAM ou VIC na extremidade ' para permitir a
deteccdo de dois virus na mesma amostra e com TAMRA, fluoréforo que funciona
como "quencher", na extremidade 3'. Alternativamente, para a detec¢cao simultanea
de trés virus em uma reacdo de RT-PCR em tempo real, apenas uma sonda para
GVA, do tipo NFQ-MGB ("quencher" nao fluorescente) foi marcada com o fluoréforo
NED (Quadro 6), compativel com o equipamento utilizado (Applied Biosystems). As
particularidades da deteccédo simultdnea de dois e trés virus serdo abordadas nos

itens 3.4 e 3.5, respectivamente.
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Quadro 6 - Relagao de oligonucleotideos e sondas utilizados na detecgao por RT-PCR em tempo real, com sondas com
fluoroforo (TagMan), de dez diferentes virus que infectam a videira

Virus i(,j\leunrgﬁcr;zg;o Oligon:g:‘%c:ideo e F(';fjoerr?;z:)r/ %r(ig;— Gene alvo Sequéncia do oligonucleotideo (5'-3") (La;%:%:ﬁ) Referéncia
3 RSPaV-52 F1 F AGACGGGAATACCACCAGCTAA
4 RSPaV-52 F2 F AGACGGGAATTCCACCCGCTAA
5 RSPaV-52 F3 - F AGACGGGGATACCACCAGCTAA
GRSPaV 6 RSPaV-130 R1 R op AGGAAGAAGTCAAAGGCTGCAA 102 Osman e Rowhani (2008)
7 RSPaV-130 R2 R AAGAAAAAATCAAAGGCTGCAA
43 RSPaV-75 P1 VIC / TAMRA P TGGGCCAAGAAAGGATTTAATGAGAATGAAAAG
44 RSPaV-75 P2 VIC / TAMRA P TGGGCCAAGAAAGGGTTTAATGAGAATGAAAAA
45 RSPaV-75 P3 VIC / TAMRA P TGGGCCAAGAAGGGATTTAATGAAAATGAGAAA
8 GVA-77 F1 F CGACCGAAATATGTACCTGAATACTC
9 GVA-77 F2 - F CGACCGAACTATGTACCTGAATACTC
GVA 10 GVA-192 R1 R CP TTTGCTAGCTTTAGGACCTACTATATCTACCT 115  Osman e Rowhani (2008)
11 GVA-192 R2 R CTTGCTAGCCTTAGGTCCTACTATATCTACCT
46 GVA-104 P VIC / TAMRA P CTTCGGGTACATCGCCTTGGTCGG
12 GVB-92 F1 F CTAGGAGTGCGGCTAAACGAA
13 GVB-92 F2 - F GGAGTGCGGCCAAACGA
14 GVB-92 F3 - F CAAGGAGTGCGGCTAAACGAA
GVB 15 GVB-202 R1 R CP CCTTAACCTCGTCCTGTGATATGGT 110  Osman e Rowhani (2008)
16 GVB-202 R2 R CCTTCACCTCATCYTGGGATCGTGT
33 GVB-119 P1 6-FAM / TAMRA P CTCGTTATGGTCGCTGTTACTGTTGTGGTAG
34 GVB-119 P2 6-FAM / TAMRA P ACCGTTACGGCCGTTGTTACTGTTGTGGTAG
60 GVD-554 F F AGGTGTATTCAACGCCCAGTCG Osman e Rowhani
GVD 61 GVD-631 R R CP CCTGCGAGAAATGATGGGTCA 78 (2008); Klaassen et al.
64 GVD-580 P 6-FAM / TAMRA P TTGGAGAGCAGGCAGTTGAGATATAAATGGA (2011)
17 LR1 HSP70-149 F F ACCTGGTTGAACGAGATCGCTT
GLRaV-1 18 LR1 HSP70-293 R R HSP70 GTAAACGGGTGTTCTTCAATTCTCT 145 Osman et al. (2007)
35 LR1 HSP70-225 P 6-FAM / TAMRA P ACGAGATATCTGTGGACGGA
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Quadro 6, Cont.

56 GLRaV1Ppoly167 F F CTGACCCTATCGCTGCTACTGA
GLRaV-1 57 GLRaV1Ppoly206 R R  Polimerase "t ATCAACCCAGGTATCAA 60 Pacifico et al. (2011)
62 GLRaViPpoly190P  6-FAM/TAMRA P CTCGCCAGCTTGTTT
19 GLRaV-2 198 F F CATTATATTCTTCATGCCTCTCAGGAT
GLRaV-2 20 GLRaV-2 290 R R HSP70  GATGACAACTTCTGTCCGCTATAGC 116 Osman et al. (2007)
47 GLRaV-2 233 P VIC / TAMRA P TTGCTACTGATCGACTGTGCAGCTCACA
21 GLRaV-3 56 F F AAGTGCTCTAGTTAAGGTCAGGAGTGA Ceman e
GLRaV-3 22 GLRaV-3 285 R R HSP70  GTATTGGACTACCTTTCGGGAAAAT 254  Rowhani (2006); Osman
48 GLRaV-3 181 P VIC / TAMRA P CAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGGACA etal. (2007)
58 GLRaV5 HSP-26 F F AACACTCTGCTTTTCTGCTGGC Osman ot al. (2007)
GLRaV-5 59 GLRaV5 HSP-188 R R HSP70  CTTTTTATGTCCCGATAAACGAGTACA 162 Osman et al. (2008);
63 GLRaV5HSP-131P  6-FAM/TAMRA P CAATAGGTTTGGGGGCTTTGCTAGAAAAGG Klaassen et al. (2011)
23 Fleck 239 F F CAACATCGAATGCCAATTTGG
24 Fleck 328 R R GCCAGGCTGTAGTCGGTGTTGT
GFkV 36 Fleck 261 P1 6-FAM/TAMRA P RIRP  CCTCTCACGTGCATGCGCATC 89 Osman et al. (2008)
37 Fleck 261 P2 6-FAM/TAMRA P CCTCTCACGTGCATGCGGATC
38 Fleck 261 P3 6-FAM/TAMRA P CCTCTGACGTGCATGCGCATC
30 GFLV 769 F F GGGACCACTATGGATGGAATGA
GFLV 31 GFLV 868 R R CP  TTCGGTGATATGGAGAGCGAAT 99 Osman e Rowhani (2006)
41 GFLV 799 P 6-FAM/TAMRA P AAGTATCCCGGGGTGTATGTGGAAGAGGA
54 GVA-4528 F F GATCACARGAYGAGAARGTG oligonucleotideos (Este
GVA 55 GVA-4633 R R Replicass CCCATCATCAGYTTRAGCTC 0 f;;‘gi‘gl;“‘ 2000)
49 GVA-Triplex NED/NFQ-MGB P TGGCCBGAGGATWT

Obs.: F = oligonucleotideo "forward" (viral); R = oligonucleotideo "reverse" (complementar); P = "probe" (sonda com fluoréforo); Y =C, T; R=A, G;
B=G,T,C; W=A,T. CP (proteina capsidial), HSP70 (proteina de choque térmico 70), RdRp (polimerase de RNA dependente de RNA)



Uma mistura de oligonucleotideos e sonda para a RT-PCR em tempo real foi
assim preparada, para cada virus: 20 uL de cada oligonucleotideo "viral" a 100
pmol/uL (100 umolar), 20 uL de cada oligonucleotideo "complementar" a 100
pmol/uL e 4 uL de cada sonda a 100 pmol/uL, ajustando-se para um volume final de
240 uL com agua e armazenando-se a -20°C até a utilizagdo (Osman et al., 2007;
Osman e Rowhani, 2008; Osman et al., 2008).

Reacdes de RT-PCR em tempo real foram conduzidas em placas de 96 pogos
usando um kit de reagentes da Applied Biosystems (TagMan Master Mix ONE-STEP
RT-PCR), conforme descrito a seguir: 6,1 uL do "One-step RT-PCR Master Mix"
(Tubo "2X Master Mix without UNG", contendo: AmpliTag Gold mix otimizado para o
ensaio exonucleasico de sondas TagMan com AmpliTag Gold DNA polimerase,
dNTPs com dUTP, uma referéncia passiva ROX™ e tampao otimizado); 0,6 uL da
mistura de oligonucleotideos e sonda(s) (415 nM de oligonucleotideos e 85 nM de
sonda); 0,3 uL de MuLV e inibidor de RNA (Tubo "40X MultiScribe e RNase Inhibitor
Mix", contendo: enzima MultiScribe para reagdes de transcricdo reversa e inibidor de
RNase) e 3 uL de RNA total para um volume final de 12 uL (Quadro 7) (Osman et
al., 2007; Osman e Rowhani, 2008; Osman et al, 2008).

Quadro 7 - Composicao das reagdes de RT-PCR em tempo real considerando-se os
reagentes utilizados na reagdes formadas com o kit TagMan Master Mix One-Step
RT-PCR (Applied Biosystems) (Concentragc&o na reag&o: 415 nM oligonucleotideos,
85 nM sondas)

MIX (1X) Simplex Duplex Duplex Triplex
(1 RNA total) (1 RNAtotal= (2 RNAs totais (amostras de cDNAs
amostra com infecgdes clonados)
desconhecida) conhecidas)
Amostra 1 3 3 3 3 (a 0,01 ng/uL)
Amostra 2 - - 3 3 (a 0,01 ng/uL)
Amostra 3 - - - 3 (a 0,01 ng/uL)
Mix 1 (oligonucleotideos + 0,6 0,6 0,8 1,8
sondas para virus 1)
Mix 2 (oligonucleotideos + - 0,6 0,8 1,8
sondas para virus 2)
Mix 3 (oligonucleotideos + - - - 1,8
sondas para virus 3)
One Step RT-PCR Master Mix 6,1 6,1 8,1 18,3
(Tubo 2x: DNA polimerase)
MuLV e inibidor RNA (Tubo 40x) 0,3 0,3 0,4 -
Agua 2 1,4 - 3,3
Volume Final (uL) 12 12 16,1 36,0
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Para as reagdes de RT-PCR em tempo real Duplex (item 3.4), os volumes
dos reagentes utilizados foram ajustados conforme o Quadro 7, assim como para a
PCR em tempo real Triplex (item 3.5), neste ultimo caso, empregando-se como
moldes cDNA clonados de virus de videira, previamente caracterizados (Quadro 8).

As reacdes de RT-PCR em tempo real foram conduzidas em termociclador
com sistema apropriado para emissdo e excitagdo da fluorescéncia
(equipamento/modelo: StepOnePlus™ Real-Time PCR System da Applied
Biosystems), conforme segue: 45 °C por 35 min (para transcrigédo reversa), 95 °C por
10 min (para ativacdo da AmpliTaq Gold), seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 15 s
(desnaturacéao) e 60 °C por 1 min (pareamento e extensao) (Osman et al., 2007;
Osman e Rowhani, 2008; Osman et al., 2008). Os dados da reagao foram analisados
quantitativamente e graficamente, utilizando-se o software StepOne Software v2.2
(Applied Biosystems), pela determinagédo do C+ ("threshold cycles"). O C+ ("threshold
cycles") é o ciclo no qual um significante aumento na fluorescéncia ocorre; dai, um
valor de Cr abaixo de 35 representa um resultado positivo (Osman et al., 2007;
Osman e Rowhani, 2008; Osman et al., 2008). Quanto maior a concentragéo viral na

amostra, menor o valor do Cr.

Quadro 8 - Relagéo de clones de cDNA de virus de videira que foram empregados
nos ensaios de PCR em tempo real triplex (TagMan)

N° Virus Clone viral utilizado ~ Tamanho Fluoréforo na sonda Referéncia
(pb)

1 GVA CP parcial 430 VIC Fajardo et al. (2003b)
2 GRSPaV CP completa 780 VIC Radaelli et al. (2009)
3 GVB CP completa 594 FAM Nickel et al. (2002)

4 GFLV CP parcial 1067 FAM Radaelli et al. (2009)
5 GLRaV-5 HSP70 parcial 162 FAM Este trabalho

6 GVD CP parcial 78 FAM Este trabalho

7 GVA CP parcial 106 NED Este trabalho

Para verificar a eficiéncia e a reprodutibilidade dos oligonucleotideos e das
sondas, utilizados neste trabalho, e definidos a partir de estudos anteriores de
Osman e Rowhani (2006); Osman et al. (2007); Osman e Rowhani (2008) e Osman
et al. (2008) (Quadro 6), amostras, cuja condi¢éo fitossanitaria era desconhecida, e
amostras, com infec¢do viral identificada (controles positivos) (Quadro 5), foram
testadas em reacgdes individuais (simplex) de RT-PCR em tempo real para todos os

dez virus avaliados.
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Considerando-se a existéncia de variabilidade entre isolados virais,
procurou-se verificar também a eficiéncia dos diferentes oligonucleotideos e sondas,
usados no presente trabalho, para a deteccao de diferentes isolados locais. Assim,
onze isolados de GRSPaV, nove deles previamente caracterizados por Radaelli et
al. (2009) e dois por Basso et al. (2010a), além de trés isolados de GFLV
caracterizados por Radaelli et al. (2009) (Quadro 9), foram testados em relagao a
capacidade de serem detectados por RT-PCR em tempo real.

Com o intuito de verificar a eficiéncia de amplificagdo dos oligonucleotideos
e sondas testados, porém a partir de isolados virais mantidos in vivo em hospedeiras
(videira), 10 amostras (Quadro 10), exibindo sintomas aparentes da virose do

enrolamento das folhas, foram testadas para a detec¢cao do GLRaV-3.

3.4. Deteccdo simultanea por RT-PCR em tempo real - TagMan duplex

Para a detecgao simultanea de dois virus em uma mesma reagao (duplex),
amostras foram testadas, por RT-PCR em tempo real em duas situagbdes. No
primeiro ensaio realizado foram utilizadas duas cultivares (controles), ambas com
infeccao viral previamente conhecida, para a deteccao simultanea de dois virus em
uma mesma reagao (Quadro 5). No segundo ensaio, 13 videiras foram testadas para

a deteccgdo simultanea de dois virus em uma mesma reagao.

Quadro 9 - Relagdo de clones de cDNA, previamente -caracterizados
molecularmente, de GRSPaV e GFLV, utilizados no ensaio de eficiéncia de
amplificagdo com os oligonucleotideos e sondas para PCR em tempo real

; Cddigo
N° Virus Gene sequenciado fraTranrgﬁtr:_)h? b) depésito Isolado Cslgne Referéncia
d P GenBank q-
, — 780 pb .
1 GRspay rotena capsidal (905 pb EF636803  CF195  2C g%%%‘;“‘ etal.
~omp clonado)

2 GRsPaV 2;?;‘;‘{;‘:‘;”5""3' 780 pb EF636804  CF207 3B Za?zag(')'g‘;t
3 GRspav P° 0 capsidel 780 pb EF690380 MG 12 za?gggé‘;t
4 GRspay P elne capsicil 780 pb EFeo0ss1 PN 28 2O
5 GRSPaV 2;?;‘;‘{;‘:‘;3"5""3' 780 pb EF690382 ~ MH 3@ Za?zag(')'g‘;t
6 GRsPav P ° 0 capsidel 780 pb EF690383  CF208  4C zaggggé‘;t
7 GRspay broelne capsicl 780 pb EFeo0ss4  CF210 5 AR

proteina capsidial a a Radaelli et
8 GRSPaV  mpleta 780 pb EU040204 420 ® oF(5009)
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Quadro 9, Cont.

9 GRspay b #e capsidel 780 pb EU204913  CF1952 1 et
10 GRPay Proeine capsicil 780 pb GUIBE28Y  CST 2 oo st
11 GRsPaV ggﬁa‘zil';?acapsmia' 780 pb GUIBB290  IS2a & oo St
12 GFLV f:g;fr';’;?ef:psmia' 1067 pb EU038294 RS  1C ;?‘(’Sggg‘;t
13 GFLV ﬁ\rgéf;g‘l"ef:psmia' 1067 pb EU258680 ~ RUP 4D Zéfgggg)et
14 GFLV %rggf;glaef:psmia' 1067 pb EU258681  IAC 3D Z??;gggft

Em ambas as situacdes, a deteccao dupla envolveu a combinagao de
reagentes para os virus GVA, GRSPaV, GLRaV-2 e GLRaV-3 (sondas marcadas
com o fluoréforo VIC e “quencher” TAMRA) com os virus GVB, GFLV, GFkV, GVD e
GLRaV-5 (fluoréforo FAM e “quencher” TAMRA).

Acessos de videira, previamente recuperados apds tratamentos de
termoterapia e cultura de tecidos e mantidos em canteiros sob telado na Embrapa
Uva e Vinho, foram indexados por meio de RT-PCR em tempo real, em reacbes
duplex, envolvendo as combinagdes de virus acima. As cultivares indexadas incluem
as especies Vitis vinifera e Vitis labrusca ou hibridos, para a formagao de copa ou
portaenxerto e para as finalidades de producido de uva para consumo in natura ou

processamento, e representam as principais cultivares plantadas no Brasil.

Quadro 10 - Relagdo de cultivares de videira, exibindo sintoma da virose do
enrolamento da folha, avaliadas por RT-PCR em tempo real (TagMan) para GLRaV-
3

N° Cultivar (clone) Localizacao

1 Merlot (R8) Embrapa Quarentena - T1E1F50P51
2 Malvasia di Candia Aromatica Embrapa Quarentena - T1E1F47P281
3  Garganega (R4) Embrapa Quarentena - T1E1F47P89
4  Prosecco (ESAV10) Embrapa Quarentena - T1E1F45P364
5  Chardonnay (R8) Embrapa Quarentena -T1E1F29P600
6  Micheli Palieri Embrapa Quarentena - TTE3F31P31A
7 Italia (VCR10) Embrapa Quarentena - T1E3F2P539
8  Cabernet Franc (ENTAV337) Embrapa Quarentena - T1IE2F1P374
9  Regina (ISV6) Embrapa Quarentena - T1E2F22P566
10 Alicante Bouchet (CI1.804) Embrapa Quarentena - T1E2F27P569
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3.5. Deteccao simultanea por RT-PCR em tempo real - TagMan triplex

Visando avancgar na deteccao simultanea de virus de videira por meio de RT-
PCR em tempo real, foram realizadas reagdes triplex envolvendo combinacgcdes dos
virus GRSPaV, GLRaV-5, GVA, GVB, GVD e GFLV, a partir de clones de cDNA,
previamente obtidos e caracterizados molecularmente, conforme indicado no Quadro
8. Foram utilizadas sondas marcadas com os fluoréforos 6-FAM, VIC ou NED, esta
ultima do tipo MGB (Quadro 6), pois estas opg¢des atendiam a configuragdo do

equipamento utilizado neste trabalho.

3.6. Avaliagdo agrondmica de videiras infectadas por virus

Foram avaliadas 10 plantas de videira (Vitis vinifera), com evidentes
sintomas de infecgdo viral (enrolamento e avermelhamento de folhas),
comparativamente a 10 plantas sem nenhum sintoma perceptivel, das cvs. Cabernet
Franc (CF) e C. Sauvignon (CS) em dois vinhedos comerciais no municipio de Bento
Gongalves (RS). As avaliagbes foram realizadas na safra 2011 e as plantas
identificadas em Fevereiro/2011. As 14 variaveis agronémicas, registradas por
planta, foram as seguintes: N° de gemas brotadas/ planta; N° de ramos com cachos/
planta; N° de ramos sem cachos/ planta; N° de gemas nao brotadas/ planta; N° total
de gemas/ planta; N° de cachos/ planta; Peso fresco do cacho (g); Peso total de
bagas no cacho (g); Peso do engaco (g); N° de bagas/ cacho; Peso médio de baga
(g); Solidos soluveis totais (°Brix); Acidez total titulavel (meq.L™") e pH. Para as
determinagdes baseadas na uva, foram colhidos trés cachos por planta. Na analise
estatistica foi realizada a comparacédo de médias pelo teste t bilateral.

Todas as plantas marcadas, de ambas as cultivares, foram avaliadas
visando-se identificar as espécies virais envolvidas na expressdo dos sintomas
observados. A indexacdo foi realizada por meio de RT-PCR em tempo real
(“TagMan”) para a deteccdo de seis espécies virais que infectam a videira:
Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-2 e -3), Grapevine virus A (GVA),
Grapevine virus B (GVB), Grapevine fleck virus (GFkV) e Grapevine rupestris stem
pitting-associated virus (GRSPaV). Os oligonucleotideos e as sondas (Quadro 6) e
as reagdes de RT-PCR em tempo real foram descritas anteriormente (item 3.3) e
baseadas nos trabalhos de Osman et al. (2007) e Osman et al. (2008). RNAs totais

de videira sadia e infectada com cada um dos seis virus testados foram utilizados
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como controles negativo e positivo, respectivamente, em ensaios do tipo

presenca/auséncia utilizando-se o kit "TagMan Master Mix One-Step RT-PCR" e o

equipamento “StepOnePlus™ Real-Time PCR System” (Applied Biosystems).

3.7. Analise de sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos de
cinco espécies virais que infectam a videira

3.7.1. Sintese de cDNA e PCR “convencional”

A sintese do cDNA e as reacbes da PCR foram conduzidas conforme
metodologia descrita por Sambrook e Russel (2001) e Fajardo et al. (2000), com
algumas modificagdes. As reagdes de sintese do cDNA consistiram, para todas as
amostras de: 4 yL de RNA total, 1 pL de oligonucleotideo antisenso (10 uM) para
GLRaV-1 (oligonucleotideos complementares para a amplificacdo de dois
fragmentos), GLRaV-5 e GVA (oligonucleotideo complementar para a amplificagédo
do fragmento de 106 pb) (Quadro 6) e para GFkV e GVD (Quadro 11) e 5 pL de
agua autoclavada, incubando-se a 94°C por 5 min. Posteriormente, foram
adicionados 5 pL de tampao da enzima RT 5X, 1 yL de dANTP (2,5 mM), 1 pL de
enzima transcriptase reversa (RT) M-MLV (200 U/uL, Promega), 1 pL de inibidor de
RNAse (40 U/uL, Promega) e 7 uL de agua autoclavada. Na sequéncia, a reagao foi

incubada a 37°C por uma hora.

Quadro 11 - Relagao dos oligonucleotideos (complementar, R e viral, F) empregados
na amplificagdo do Grapevine fleck virus e do Grapevine virus D por RT-PCR
convencional

Oligonu-

Virus  cleotideo Orle_n— Sequéncia do 9I|gonucleot|deo Tamanho do produto (pb) e
tagéo (5'-3" gene alvo
GFKV Fk-6349v F CCCTCTCCGCCTCGTCTG 719
: (gene da proteina capsidial +
Fk-7067c R  GCCTCGGTTCATGACGAG nts adjacentes)
GVD(v) F  GACGCAGGGATGTACCTTAGGACG 852
GVD ' GvDle) R CCTCTACTTATGGAAATTGCGCTC — (9ene daproteina capsidial +

RNA binding protein)

As reacoes de PCR consistiram de: 10 yL de cDNA, 5 pL de tampao da
enzima Tag DNA polimerase 10X, 1,5 yL de MgCl, (50 mM), 5 yL de dNTP (2,5
mM), 1 uL de cada oligonucleotideo senso e antisenso (10 uM) (Quadro 6, para
GLRaV-1, -5 e GVA e Quadro 11 para GFkV e GVD), 0,5 yL de Taqg DNA polimerase
(5 U/uL, Invitrogen) e 26 pL de agua autoclavada. Adicionalmente, um fragmento de
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78 pb (Quadro 6) também foi amplificado a partir do isolado Dolc de GVD da cv.
Dolcetto.

Para os fragmentos maiores (719-852 pb), as reag¢des foram submetidas a
uma desnaturacgéo inicial (94°C por 5 min), seguida por 35 ciclos de amplificagao,
compostos por: desnaturagdo (94°C por 50 s), pareamento (50°C por 50 s) e
extensdo (72°C por 1 min), além de uma extensao final (72°C por 7 min). Para os
fragmentos menores (60-162 pb), todos os trés passos do ciclo de amplificagéo
foram executados por 50 s.

Os produtos da RT-PCR, de cerca de, 719-852 e 60-162 pb de tamanho,
foram analisados em géis de agarose a 1,2% e 3% (p/v), respectivamente,
preparado em tampao TBE pH 8,0, corados com brometo de etideo e visualizados
em transluminador sob luz UV. As bandas observadas, com os fragmentos de
tamanhos esperados, foram recortadas do gel e eluidas com a utilizacdo do kit
comercial “PureLink Quick Gel Extraction Kit* (Invitrogen), de acordo com as

especificagcdes do fabricante.

3.7.2. Clonagem e selecdo de clones recombinantes

Os fragmentos de DNA eluidos foram ligados ao vetor pGEM-T Easy
(Promega), de acordo com as instru¢des do fabricante. A seguir, as ligagdes foram
utilizadas na transformacao de células competentes de Escherichia coli DH5a, por
choque térmico ou eletroporacdo no aparelho Gene Pulse Il (Biorad), conforme
metodologia descrita por Sambrook e Russel (2001).

O DNA plasmidial das coldnias bacterianas transformadas foi extraido
utilizando-se o kit comercial “lllustra Plasmid Prep Mini Spin Kit” (GE Healthcare),
seguindo as recomendagdes do fabricante. A confirmagcdo da presengca dos
fragmentos virais amplificados nos plasmideos recombinantes foi realizada por
digestdo com a enzima de restricdo EcoRI. O sequenciamento automatico de
nucleotideos foi realizado em dois clones obtidos para cada fragmento amplificado

ou isolado viral.

3.7.3. Analise das sequéncias
As sequéncias de nucleotideos (nt) e de aminoacidos deduzidos (aad) foram

alinhadas com o auxilio do software Clustal X 1.8 (Larkin et al., 2007). As
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comparagdes entre as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos
obtidas e outros isolados virais disponiveis no GenBank foram realizadas utilizando-
se os programas BLASTn ou BLASTp do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Foram
incluidas nestas analises (comparagdes), sequéncias dos genes homodlogos de
isolados “estrangeiros” depositadas no banco de dados do NCBI (GenBank).

A massa molecular das trés proteinas, cujas ORFs foram completamente
sequenciadas, foi calculada utilizando-se o programa EXPASy Bioinformatics

Resource Portal, disponivel no site http://web.expasy.org/compute_pi/.

3.7.4. RT-PCR em tempo real

Além de caracterizar molecularmente os virus GFkV, GVD e GLRaV-5, pois
representam um virus parcialmente caracterizado no Brasil (GFkV) e outros ainda
nao detectados, molecularmente, no Brasil (GVD e GLRaV-5), avaliou-se a eficiéncia
da RT-PCR em tempo real para detectar diferentes isolados destas trés espécies.

RNAs totais extraidos de videiras sadias e com sintomas evidentes de
infecgdo viral (enrolamento, avermelhamento ou amarelamento das folhas e
subdesenvolvimento da planta) foram utilizados em ensaios de detec¢ao por RT-
PCR em tempo real, do tipo presencga/auséncia, empregando-se o kit “TagMan
Master Mix One-Step RT-PCR” (Applied Biosystems). Os oligonucleotideos e as
sondas, assim como as condi¢cdes das reagoes, estao descritos nos Quadros 6 e 7 e
no item 3.3. Foram avaliados 37 acessos de videira, para a presenca de GVD e
GLRaV-5, mantidos em casa de vegetacao, e provenientes de campo experimental
ou de amostragem de mudas importadas (ha alguns anos). Para GFkV, foram

avaliados 30 acessos da cv. Italia, provenientes de campo experimental.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracao, qualidade e integridade do RNA total

A integridade do RNA total extraido das videiras indexadas foi avaliado por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v) corado com Gel Red™, um
corante fluorescente ultrasensivel e de baixa toxicidade (Figura 7). Conforme é
possivel observar nesta figura, as extragdes realizadas resultaram em RNA total com

qualidade, em relac&o a pureza, a integridade e a concentragao.

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose a 1,2% (p/v), para comprovagao da
integridade do RNA total extraido de cinco videiras que foram indexadas. (M)
Marcador 1 Kb (Fermentas); (1) cv. Paulsen 1103 (P1103) (submetido a termoterapia
de 88+93+63 dias e cultura de tecidos); (2) cv. Italia [Pirovano 65]; (3) cv. Cabernet
Franc; (4) cv. LN33/Isabel; (5) cv. Petit Syrah.

Para verificar a pureza das extragdes de RNAs obtidas foram realizadas
leituras de absorbancia em espectrofotdbmetro (GeneQuant Pro - Amersham
Biosciences). As razbes entre as absorbéancias 260/280 nm e 260/230 nm estimam
as contaminagdes por proteina e por compostos fendlicos, respectivamente. Os
valores de referéncia para as razées 260/280 e 260/230 nm sao 1,8 a 2,0 e maior
que 2,0, respectivamente. As extracdes obtidas apresentaram valores dentro destas
faixas de referéncia. Em relacdo a quantificacao das extracdes de RNA total, pelos
trés métodos empregados, as médias minimas e maximas (de cinco extragdes)
obtidas foram 125,6 e 651,7 ng de RNA/uL; 17,3 e 78,4 ng de RNA/uL; 28,9 e 99,9
ng de RNA/uL, para os métodos de extragdo com tampao de extragdo CTAB e
precipitacdo em LiCl; kit comercial “RNeasy Plant Mini kit” (Qiagen) modificado e
adsorgao em silica, respectivamente.

Gambino et al. (2008) quantificaram, por espectrofotometria, os RNAs

obtidos por seis métodos de extragdo testados e verificaram os seguintes
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rendimentos: 12,25; 3,56 e 5,37 (em ug/ 100 mg), para os métodos de extragao com
CTAB e precipitacdo em LiCl, kit comercial “RNeasy Plant Mini kit” (Qiagen)
modificado e adsor¢cdo em silica, respectivamente. Os resultados obtidos, a partir
das extracdes realizadas neste trabalho, foram semelhantes aqueles obtidos por
Gambino et al. (2008), com médias, minimas e maximas, convertidas para ug/ 100
mg, de 6,28 e 32,58; 0,86 e 3,92; e 1,44 e 4,99, respectivamente, para os trés
métodos. Em recente trabalho, Abdullahi et al. (2011) também compararam o
rendimento e a qualidade do RNA total extraido de diferentes plantas herbaceas, tais
como Chenopodium quinoa e Nicotiana bentamiana, e também de videiras.
Diferentes métodos de extragao foram testados, entres eles, o método com CTAB e
precipitacdo em LiCl. Os rendimentos médios foram de 4 e 0,4 pg por 100 mg de
folhas jovens e senescentes, respectivamente, portanto rendimentos inferiores aos
obtidos por Gambino et al. (2008) e no presente trabalho.

Para se obter um resultado preciso por RT-PCR em tempo real, a partir de
tecidos de videira, alta qualidade do RNA ¢é imprescindivel. No entanto, extragdes de
RNA que apresentem qualidade s&do normalmente limitadas devido ao baixo pH e ao
alto conteudo de compostos polifendlicos e de polissacarideos desta planta (Reid et
al., 2006; Gambino et al., 2008; landolino et al., 2004). Embora varios protocolos ja
tenham sido desenvolvidospara a extracgo de RNA total de
videiras (Newbury e Possingham, 1977; Tesniere e Vayda, 1991; Wang e Vodkin,
1994; Boss et al.,, 1996; Loulakis et al., 1996; Geuna et al., 1998; Thomas e
Schiefelbein, 2002), a maioria resulta em baixo rendimento de RNA, apresenta longo
tempo de execucgao, foi otimizada para um 6rgéo ou tecido especifico e, em alguns
casos, 0s protocolos sdo tecnicamente complexos. Gambino et al. (2008)
desenvolveram um protocolo de extracdo de RNA total baseado em CTAB, com
precipitacdo em LiCl, e que foi adaptado de Chang (1993). Estes autores visavam
reduzir tempo e custo de extracdo, sem reduzir a qualidade e o rendimento do RNA
extraido de tecidos com altas concentragcdes de polissacarideos, a exemplo da
videira. O método desenvolvido por estes autores foi comparado a seis diferentes
meétodos de extracdo de RNA, a partir de tecidos maduros de videira, dentre eles, o
método de extragdo com o kit comercial “RNeasy Plant Mini” (Qiagen), modificado
por Mackenzie et al. (1997) e o método de adsorgdo em silica (Rott e Jelkmann,
2001), ambos também utilizados neste trabalho. Verificou-se que com o método de

Gambino et al. (2008) foi possivel obter RNAs mais integros e de melhor qualidade
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(pureza) comparativamente aos outros métodos de extragdo de RNA total testados.
No presente trabalho, o melhor resultado entre os trés métodos utilizados, em
relacdo a qualidade e a integridade do RNA total, foi obtido a partir do método de
extragcdo baseado em CTAB, com precipitacdo em LiCl, descrito por Zeng e Yang
(2002) e adaptado por Reid et al. (2006). Porém, na pratica, os outros dois métodos
usados, adsorgao em silica e kit comercial da Qiagen, também sempre promoveram

a deteccao viral de forma confiavel e consistente.

4.2. Deteccao viral em reacdo unica por RT-PCR em tempo real — TagMan
simplex

Para verificar a eficiéncia e a reprodutibilidade da deteccdo com os
oligonucleotideos e as sondas usados neste trabalho (Quadro 6), provenientes de
estudos anteriores de Osman e Rowhani (2006); Osman et al. (2007); Osman e
Rowhani (2008) e Osman et al. (2008), amostras de videira, com status fitossanitario
desconhecido, e controles positivos, constituidos de videiras com infecgao viral
conhecida (Quadro 5), foram testados em reagdes simplex de RT-PCR em tempo
real. A detecgdo de nove dos dez virus avaliados (GRSPaV, GVA, GVB, GVD,
GLRaV-2, -3 e -5, GFLV e GFkV) apresentou resultados precisos e bastante
consistentes, com valores de Ct tecnicamente adequados (Quadro 12) e curvas de
amplificacdo com formato esperado (Figura 8). O Quadro 12 apresenta o
detalhamento (ex. localizagdo e descricdo da amostra, virus testado, valor de Cr e
resultado) de dez amostras avaliadas para cada virus, além do préprio controle
positivo do teste. A maioria dos valores de Ct se situou na faixa e 15 a 25, e no
maximo de 35, compativeis com plantas infectadas (Quadro 12). Nao foram
necessarios ajustes nas reagbes de RT-PCR em tempo real em relagdo a
concentragdo dos oligonucleotideos e das sondas, bem como as sequéncias de
nucleotideos destes reagentes, se mostraram adequadas para a detecgdo de
isolados locais dos nove virus mencionados. A unica excecao foi a impossibilidade
de se detectar isolados locais do GLRaV-1, pois todas as tentativas falharam,
resultando em curvas com tragado inapropriado (Figura 8J). Visando esclarecer este
fato, foi conduzido um trabalho de sequenciamento de nucleotideos dos fragmentos
de DNA clonados a partir deste virus.

A amplificacdo destes nove virus ocorreu por existir complementaridade

entre os nucleotideos e as sondas utilizadas (Quadro 6) e a sequéncia de
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nucleotideos na regido de pareamento dos oligos e sondas, nos isolados locais
testados neste trabalho. Este fato é relevante, principalmente, em virtude da
expressiva variabilidade ja relatada em varios trabalhos para os virus GRSPaV
(Meng et al., 2000; Casati et al., 2003; Meng et al., 2006; Habili et al., 2006; Nakaune
et al.,, 2008; Terlizzi et al., 2010; Terlizzi et al., 2011; Morelli et al.,, 2011), GVA
(Moreira et al., 2004; Du-Preez et al., 2011), GVB (Shi et al., 2004; Goszczynski et
al., 2010), GVD (Rosa, 2007), GLRaV-1 (Little et al., 2001; Fajardo et al., 2005;
Fajardo et al., 2011; Kominek et al., 2005; Karthikeyan et al., 2011; Alabi, et al.,
2011), GLRaV-2 (Angelini et al., 2004; Meng et al., 2005b; Bertazzon et al., 2010;
Alkowni et al., 2011), GLRaV-3 (Turturo et al., 2005; Fajardo et al., 2007; Engel et al.,
2008; Maree et al., 2008; Chooi et al., 2009; Fuchs et al., 2009; Gouveia et al., 2009;
Jooste et al. 2010; Wang et al., 2011), GLRaV-5 (Talquenca et al., 2009; Engel et al.,
2010; Pei et al., 2010; Padilla et al., 2010; Thompson et al., 2012), GFLV (Pompe-
Novak et al., 2007; Oliver et al., 2010) e GFkV (Ghanem-Sabanadzovic et al., 2003).

As principais espécies virais envolvidas na etiologia do enrolamento da folha
da videira (Vitis spp.) sdo GLRaV-1, -2 e -3. Fajardo et al. (2005) conduziram um
estudo para avaliar a variabilidade desses dois Ampelovirus (GLRaV-1 e -3) e
observaram, para cada virus, dois padrbes distintos de perfis eletroforéticos,
demonstrando a ocorréncia de sequéncias variantes destes virus nas videiras
analisadas.

Em relacdo aos resultados obtidos para o GLRaV-1, foram testados dois
pares diferentes de oligonucleotideos, com as respectivas sondas, um deles tendo
como alvo o gene da HSP70 (Osman et al., 2007) e, o outro par, o gene da
polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp) (Pacifico et al., 2011). Porém,
mesmo apos varias tentativas e ajuste das reagdes, os resultados foram
inconsistentes, com as curvas de amplificacdo adquirindo um tracado em “zig-zag”
(Figura 8J). Uma provavel explicagdo poderia ser devido a uma menor identidade
entre as sequéncias dos oligos ou sondas utilizados e os isolados locais de GLRaV-
1, uma vez que expressiva variabilidade entre isolados deste virus ja foram
relatadas (Little et al., 2001; Fajardo et al., 2005; Kominek et al., 2005; Karthikeyan
et al., 2011; Alabi et al., 2011).

Kominek et al. (2005) analisaram por sequenciamento de nucleotideos, a
diversidade genética de oito isolados de GLRaV-1 em videiras provenientes de trés

locais na Republica Checa e Eslovaquia. Estes autores encontraram a formagao de
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dois grupos de isolados, com divergéncia genética de 13,9% entre eles, além de
altas variabilidades intra e intergrupos. Resultado semelhante foi obtido por Alabi et
al. (2011). Karthikeyan et al. (2011) também demonstraram haver alta variabilidade
entre isolados de GLRaV-1, com média de 80% de identidade de nucleotideos entre
os isolados estudados de cultivares ornamentais de videira. Estes resultados
sugerem que o GLRaV-1, assim como outros virus de videira, apresentam uma
populacdo heterogénea, possivelmente resultante de uma menor presséo seletiva e
da mistura de estirpes desse virus. Isto seria reflexo das praticas empregadas na
viticultura, baseadas na propagacao vegetativa e na enxertia das plantas, as quais
permanecem, no campo, por um longo periodo de tempo (ciclo produtivo longo)
(Little et al., 2001). Estes resultados negativos para a deteccdo do GLRaV-1 serdo

abordados, em detalhes, no subitem 4.6.5.

Quadro 12 - Resultados das indexacdes por RT-PCR em tempo real simplex para a
deteccao de nove virus que infectam a videira

Local da

amostra . Virus Resultado
Descricdo da amostra a - Cr da
(placa- (Acrénimo) , ~
indexagao
poco)
8-A2 LN33/Isabel GLRaV-2 17,4 Controle +
2-A3 Mission/Concord GLRaV-2 29,8 +
Rupestris du Lot / Maria
8-B2 (IAC 514-6) GLRaV-2 17,1 +
8-C6 Concord CI. 30 GLRaV-2 28,1 +
42-B3 Malvasia Di Candia GLRaV-2 33,7 +
44-F1 LN33 (Couderc 1613 x Thompson GLRaV-2 231 +
Seedless)
54-E7 ltalia (Garibaldina, amostra 17, pos- GLRaV-2 30,7 +
brotacao)
54.B8 Italia ((~3aribaldina, amostra 20, pos- GLRaV-2 350 +
brotacao)
8-C2 Cabernet Franc GLRaV-2 N/A -
8-E2 Cabernet Sauvignon GLRaV-2 N/A -
8-G2 Chardonnay GLRaV-2 N/A -
2-D6 Petit Syrah GLRaV-3 18,2 Controle +
2-A6 Franciscana (Cabernet Franc) GLRaV-3 23,4 +
11-A2 Cabernet Franc GLRaV-3 21,7 +
22-E4 Merlot GLRaV-3 17,9 +
22-G4 Malvasia di Candia GLRaV-3 21,8 +
22-A5 Garganega GLRaV-3 21,4 +
22-E5 Chardonnay GLRaV-3 27,1 +
22-G5 Micheli Palieri GLRaV-3 23,8 +
22-F6 Regina GLRaV-3 22,0 +
30-D8 Italia (vinhedo Farroupilha) GLRaV-3 23,4 +
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Quadro 12, Cont...

36-B9 Itdlia (Garibaldina, amostra 21) GLRaV-3 24,2 +
6-E2 Italia (Pirovano 65) GVA 23,1 Controle +
9-C6 Concord CI. 30 GVA 28,1 +
26-B3 LN33 (Couderc 1613 x Thompson GVA 18.8 +
Seedless)
26-E3 BRS Cora (CNPUV 181-1) (62d) GVA 25,0 +
30-C2 Italia (vinhedo Farroupilha) GVA 17,3 +
35-B4 Italia (Garibaldina) GVA 32,3 +
42-B1 Malvasia di Candia GVA 25,8 +
42-E1 Cardinal GVA 17,2 +
42-D5 Thompson Seedless (54+88d) GVA 34,0 +
42-E5 Dolcetto GVA 16,7 +
44-H1 Rupestris du Lot / Maria (IAC 514-6) GVA 19,0 +
1-C2 LN33 (Couderc 1613 x Thompson GVB 209 Controle +
Seedless)
7-A2 Cabernet Franc GVB 14,6 +
17-G2 Cabernet Franc (Vinicola Salton) GVB 18,3 +
17-C5 Cabernet Sauvignon (CNPUV) GVB 20,1 +
26-C3 Italia (Pirovano 65) GVB 18,9 +
26-D3 BRS Cora (CNPUV 181-1) (62d) GVB 19,7 +
30-C4 Italia (vinhedo Farroupilha) GVB 21,8 +
54-D3 Italia (Garibaldina, amostra 16) GVB 29,7 +
54-E3 Italia (Garibaldina, amostra 17) GVB 32,2 +
7-A3 Concord CI. 30 GVB 30,6 +
54-D3 Italia (Garibaldina, amostra 16, pos- GVB 29,7 +
brotacao)
1-C5 Cabernet Franc GRSPaVv 25,0 Controle +
7-H1 LN33/Isabel GRSPaV 21,2 +
7-A5 IAC 313 (Tropical) GRSPaV 22,4 +
7-C5 IAC 766 (Campinas) GRSPaV 24,6 +
7-E6 Isabel GRSPaV 21,6 +
7-A7 Crimson Seedless GRSPaV 23,7 +
16-G1 Cabernet Franc (Vinicola Salton) GRSPaV 19,6 +
16-G4 Cabernet Sauvignon (CNPUV) GRSPaV 21,7 +
26-D1 BRS Cora (CNPUV 181-1) (62d) GRSPaV 22,2 +
35-E8 Italia (Garibaldina, amostra 16) GRSPaV 25,3 +
47-A3 Riesling Italico (Argenta) GRSPaV 28,3 +
4-B4 Rupestris du Lot / Maria (IAC 514-6) GFLV 21,3 Controle +
8-A2 LN33/Isabel GFLV 15,7 +
35-E8 Italia (Garibaldina, amostra 16, dormente) GFLV 22,2 +
35-F8 Italia (Garibaldina, amostra 17, dormente) GFLV 25,8 +
35-G8 Italia (Garibaldina, amostra 18, dormente) GFLV 23,2 +
35-A9 Itdlia (Garibaldina, amostra 20, dormente) GFLV 25,1 +
35-B9 Itdlia (Garibaldina, amostra 21, dormente) GFLV 22,3 +
48-B2 Itdlia (Pirovano 65) GFLV 17,4 +
48-C2 Cabernet Franc GFLV 28,9 +
35-F6 Italia (Garibaldina, amostra 1, dormente) GFLV 22,9 +
4-A4 Rupestris du Lot GFLV 21,4 +
3-C10 Benefu;i GFkV 19,9 Controle +
9-G1 Italia (Pirovano 65) GFkV 241 +
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Quadro 12, Cont...

26-C1 Cabernet Franc GFkV 20,9 +
36-E3 Itdlia (Garibaldina, amostra 16, dormente) GFkV 22,0 +
36-F3 Italia (Garibaldina, amostra 17) GFkV 32,3 +
36-G3 Italia (Garibaldina, amostra 18) GFkV 20,9 +
36-B4 Italia (Garibaldina, amostra 21) GFkV 32,6 +
46-H8 Italia (Garibaldina, amostra 16, pos- GFkV 28,8 +
brotacao)
54-D1 LN33/Isabel GFkV 25,3 +
9-A5 IAC 313 (Tropical) GFkV 32,2 +
41-G7 Dolcetto GVD 18,9 Controle +
41-C7 Cabernet Franc GVD 29,8 +
41-H7 Nebiollo GVD 32,7 +
41-A8 Dolcetto (CN) GVD 22,1 +
41-B8 Tannat GVD 33,6 +
41-C8 Cabernet Sauvignon CI. 338 GVD 32,8 +
41-H8 Perlona GVD 22,5 +
41-B9 Garganega GVD 27,8 +
41-C10 Nero D’ Avola GVD 20,8 +
41-E11 Regina GVD 20,5 +
41-B4 Cardinal GLRaV-5 24,7 Controle +
54-A11 Itdlia (Garibaldina, amostra 1, p6s-brotacdo) GLRaV-5 26,9 +
54-B11 Italia (Garibaldina, amostra 16, pés- GLRaV-5 26,7 +
brotacado)
54-C11 Italia (Garibaldina, amostra 17, pos- GLRaV-5 25,6 +
brotacado)
54-D11 Italia (Garibaldina, amostra 18, pos- GLRaV-5 254 +
brotacao)
54-E11 Italia (Garibaldina, amostra 20, pés- GLRaV-5 24.8 +
brotacado)
54-G11 Italia (Garibaldina, amostra 22, pos- GLRaV-5 254 +
brotacado)
41-G1 Dolcetto GLRaV-5 N/A -
41-H1 Nebiollo GLRaV-5 N/A -
41-B2 Tannat GLRaV-5 N/A -
41-D2 Refosco GLRaV-5 N/A -

Visando verificar a eficiéncia dos diferentes oligonucleotideos e sondas,

testados no presente trabalho (Quadro 6) para a deteccédo de diferentes isolados

locais, 10 amostras (Quadro 10), exibindo sintomas da virose do enrolamento da

folha, foram testadas por RT-PCR em tempo real para a deteccdo do GLRaV-3.

Foram identificadas nove plantas infectadas com este virus, representadas pela

Figura 9B, observando-se, ainda, na Figura 9A a reagdo positiva (curva) para a

amostra controle, previamente identificada com infeccdo pelo GLRaV-3. Desta

forma, demonstra-se que os oligonucleotideos e a sonda para o GLRaV-3

reconhecem isolados locais deste virus, obtidos a partir de extracbes de RNA total

de plantas infectadas.
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Pesquisas em todo o mundo demonstraram a diversidade genética e a
presenca de variantes do GLRaV-3 (Turturo et al., 2005; Fajardo et al., 2007; Engel
et al., 2008; Maree et al., 2008; Chooi et al., 2009; Fuchs et al., 2009; Gouveia et al.,
2009; Jooste et al., 2010; Wang et al., 2011), com base nas analises dos genes das
proteinas capsidial e de choque térmico 70 (HSP70). Estes trabalhos relataram a
existéncia de diferentes grupos filogenéticos, variando de trés a cinco, e diferengas
entre as populagdes dos isolados estudados. A estrutura populacional e a
variabilidade genética de 45 isolados de GLRaV-3, em diferentes cultivares de

videira, provenientes de 14 paises, foram determinadas por Turturo et al. (2005).
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Figura 9 - Resultado grafico da amplificagdo, por RT-PCR em tempo real, de 10
amostras de videiras (Quadro 10) infectadas com diferentes isolados de GLRaV-3.
(A) curva de amplificacdo para o controle positivo de GLRaV-3 (Quadro 5). (B)
Curvas de amplificagao para as nove amostras infectadas.

Wang et al. (2011) determinaram a diversidade genética de 50 isolados de
GLRaV-3, da cv. Merlot, provenientes do Napa Valey na Califérnia-EUA,
subdividindo-os em quatro agrupamentos filogenéticos, segundo a divergéncia de
nucleotideos. Jooste et al. (2010) analisaram os genes HSP70 e da proteina
capsidial de diferentes isolados Sul-Africanos de GLRaV-3 e verificaram a existéncia
de trés agrupamentos distintos. Recentemente, Gouveia et al. (2011) analisaram a
sequéncia completa do gene da proteina capsidial do GLRaV-3 em isolados
provenientes de 110 cultivares portuguesas de Vitis vinifera, e constataram maior

variabilidade que alguns relatos anteriores. Sharma et al. (2011) verificaram também
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uma alta variabilidade entre diferentes isolados de GLRaV-3 de 468 amostras
analisadas, 65% foram positivas para GLRaV-3 e dessas, 22% estavam infectadas
com diferentes isolados de GLRaV-3.

Considerando-se os diferentes relatos de expressiva variabilidade entre
isolados de GLRaV-3, os resultados obtidos, no presente trabalho, atestam a
eficiéncia dos oligonucleotideos e sonda usados (Osman e Rowhani, 2006; Osman
et al.,, 2007) na deteccédo de isolados, pois foram capazes de detectar diferentes
isolados desta espécie viral, a partir da extracdo de RNA total, de forma eficiente e
reprodutivel (Figura 9).

Realizou-se também a verificagdo da eficiéncia de detecgao de 11 isolados
de GRSPaV e trés isolados de GFLV por RT-PCR em tempo real (TagMan),
visando-se determinar a eficiéncia dos oligonucleotideos e sondas na deteccao de
isolados, provenientes de clones de cDNA, previamente caracterizados por Radaelli
et al. (2009) e Basso et al. (2010a) (Quadro 9). Os resultados desta analise sao
apresentados nas figuras 10 e 11, ndo tendo sido constatadas diferengas
significativas na eficiéncia, formatos das curvas de detecgéo e valores de Ct (dados
nao apresentados), entre os isolados testados (Figura 11). Confirma-se, novamente,
a eficiéncia dos oligonucleotideos e sondas descritos por Osman e Rowhani (2008) e
Osman e Rowhani (2006) em detectar isolados locais. A avaliagdo, utilizando cDNA
clonado, permitiu melhor padronizagdo dos ensaios, pois todas as amostras (cCDNA)
foram testadas a 0,01 ng/pL e representam isolados individualizados. No caso do
ensaio com o GLRaV-3, a partir de RNA total extraido de diferentes hospedeiras,
este tipo de padronizagao nao foi possivel.

Terlizzi et al. (2010), na analise da sequéncia de nucleotideos de 17 isolados
italianos, encontraram a existéncia de grande variabilidade de GRSPaV,
independente da cultivar ou da origem geografica, com identidades de nucleotideos
variando de 78,8 a 99,7%. Em outro recente estudo, Terlizzi et al. (2011) usando um
conjunto de oligonucleotideos degenerados, identificaram duas novas variantes de
GRSPaV.

Radaelli et al. (2009) realizaram analises comparativas da sequéncia de
nucleotideos de trés isolados de GFLV (RS, RUP, IAC) do Brasil e observaram a
formagado de dois grupos, com 90% de identidade entre eles, mas alta identidade

(superior a 96%) foi detectada entre estes isolados estudados e outros estrangeiros.
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Figura 10 - Analise dos clones (isolados) testados. Eletroforese em gel de agarose
1,2% (p/v), apds a digestao dos clones de cDNA (Quadro 9) com EcoRlI; (A) clones
de cDNA de 11 diferentes isolados testados do virus GRSPaV; (B) clones de cDNA
de trés diferentes isolados do virus GFLV; (M) marcador DNA do fago Lambda/Pstl.

A técnica de detecgcdo por RT-PCR em tempo real (TagMan) apresenta
maior sensibilidade, especificidade e robustez, sendo capaz de identificar uma série
de isolados, geograficamente distintos. O processo da técnica, que comecga a partir
da extracdo de acidos nucleicos até a obtencdo dos resultados finais, pode ser
executado em menos de 3 horas. Além disso, neste método, os resultados séo
avaliados quantitativamente com base nos valores Cr, portanto, elimina o uso de
eletroforese e documentagdo em gel, economizando tempo e trabalho,
especialmente quando grande numero de amostras sera avaliada (Osman e
Rowhani, 2008).
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Figura 11 - Resultado grafico da amplificagcdo por RT-PCR em tempo real de 11
diferentes isolados testados do virus GRSPaV (A) e de trés diferentes isolados
testados do virus GFLV (B). Concentracéo padronizada em 0,01ng DNA/uL.
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4.3. Detecc¢ao simultanea de dois virus por RT-PCR em tempo real — TagMan
duplex

A deteccdo simultdnea de dois virus em uma mesma reacgao (duplex), por
meio de RT-PCR em tempo real, foi testada com nove dos dez virus deste trabalho.
Foi possivel detectar os virus GVA, GRSPaV, GLRaV-2 e GLRaV-3 (sondas
marcadas com o fluoréforo VIC e “quencher” TAMRA) combinados com GVB, GFLV,
GFkV, GVD e GLRaV-5) (sonda com o fluoréforo FAM) de maneira muito sensivel e
reprodutivel e com valores de Ct dentro de uma faixa tecnicamente recomendada
(Quadro 13). A Figura 12 mostra o resultado grafico destas reacgdes, onde foram
usadas duas hospedeiras, com infec¢des virais distintas e previamente conhecidas,
para a deteccao simultanea de dois virus. Esta estratégia experimental foi adotada
para se comprovar, com base em dois controles positivos conhecidos, a eficiéncia na

detecgao simultanea.

Quadro 13 - Resultado da indexagao por PCR em tempo real duplex, utilizando-se
duas cultivares controles por reacéo e considerando-se nove virus testados

Local da

. Resultado
a(r;gigr_a Descricdo da amostra Virus Cr da
p0go) indexacao

6-E1 Itélia (Pirovano 65) GVA 27,7 +
LN33 (Couderc 1613 x Thompson Seedless) GVB 20,2 +

6-E2 Itélia (Pirovano 65) GVA 23,1 +
Rupestris du Lot / Maria (IAC 514-6) GFLV 21,4 +

15-F7 Italia (Pirovano 65) GVA 35 +
Benefuji GFkV 14,5 +

6-E4 Cabernet Franc GRSPaV 20,5 +
LN33 (Couderc 1613 x Thompson Seedless) GVB 22,5 +

6-E5 Cabernet Franc GRSPaV 224 +
Rupestris du Lot / Maria (IAC 514-6) GFLV 22,1 +

15-E8 Cabernet Franc GRSPaV 17,6 +
Benefuji GFkV 15,6 +

42-G6 Cabernet Franc GRSPaV 23,6 +
Dolcetto GVD 21,1 +

E7 LN33/Isabel GLRaV-2 26,9 +
LN33 (Couderc 1613 x Thompson Seedless) GVB 22,7 +

6-E8 LN33/Isabel GLRaV-2 26,9 +
Rupestris du Lot / Maria (IAC 514-6) GFLV 22 +

15-E9 LN33/Isabel GLRaV-2 15,5 +
Benefuiji GFkV 15,7 +
LN33/Isabel GLRaV-2 19,7 +

4267 “pojcetto GVD 21,2 +
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Quadro 13, Cont...

15-E1 Cabernet Franc GLRaVv-3 18,5 +
LN33 (Couderc 1613 x Thompson Seedless) GVB 13,1 +
Cabernet Franc GLRaV-3 24,4 +
15-F2 Rupestris du Lot / Maria (IAC 514-6) GFLV 13,9 +
Petit Syrah GLRaVv-3 27,2 +
42-H8
Dolcetto GVD 21,7 +
49-E2 Cardinal GLRaV-5 28,75 +
Cabernet Franc GRSPaV 31,21 +

Ainda, com o intuito de se verificar a eficiéncia da deteccdo simultanea de

dois virus, porém agora, a partir de uma mesma hospedeira com status fitossanitario

desconhecido, foi realizada a deteccao por RT-PCR em tempo real, para as

combinagdes de virus apresentados no Quadro 14. Os resultados graficos dessa

deteccdo dupla sao ilustrados na Figura 13. Em ambos os casos, a detecgéo dupla a

partir de dois controles positivos ou a partir de uma unica amostra duplamente

infectada, verificaram-se resultados precisos, sensiveis e reprodutiveis.

Também, em ambos os casos (Quadro 13 e 14) a maioria dos valores de Ct

se situou na faixa de 15 a 25, e maximo de 35, correspondente ao esperado.

Amplification Plot

H20

AR

0.001

0.0001

A e Mc Mo Me Hr Ho HH

0001

Amplification Piot

RNA total de videira sadia

00001

<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<

L_E B c o

NE HF Hc HH

Figura 12 - Curvas de detecgao simultdnea de dois virus (duplex), por RT-PCR em
tempo real, e reagbes realizadas com duas amostras (controles) infectadas,
considerando-se os fluoréforos VIC e FAM para a marcacdo das sondas. Agua e
RNA total de videira sadia sdo controles negativos de varios testes. Para alguns
virus sao mostradas duas curvas por reacéo, consistindo nas duplicatas do teste.
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Na indexacdo dos 36 acessos de videira, previamente recuperados apos
tratamentos de termoterapia e cultura de tecidos, e mantidos em canteiros
suspensos, sob telado, poucas infecgdes virais, residuais, foram constatadas. A
maior incidéncia foi constatada para o GRSPaV (5/36), seguida do GVA (2/36) e
depois pelos virus GVB, GLRaV-2 e GLRaV-3 (1/36 para cada virus). As amostras
estavam completamente livres dos virus GVD, GLRaV-5, GFLV e GFkV (Quadro 15).
Embora muitos destes 36 acessos ja estivessem sido indexados, de maneira nao
sistematica, por outros testes diagndsticos (ex.: indexacao bioldgica, ELISA e/ou RT-
PCR convencional), esta foi a primeira vez que foram indexados por meio de um
teste mais sensivel (RT-PCR em tempo real). O status fitossanitario do material
avaliado pode ser considerado “satisfatério” e a infecgao residual, verificada nos

acessos, também pode ser considerada “relativamente” normal apds os
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procedimentos adotados (termoterapia e/ou cultura de tecidos). A adocdo destes
procedimentos de limpeza clonal ndo € a garantia de que o material recuperado
estara completamente livre de virus, dai a necessidade destes materiais serem

indexados por testes diagnosticos sensiveis.

Quadro 14 - Resultado da indexagcao simultanea de dois virus por RT-PCR em
tempo real (duplex) a partir de uma mesma hospedeira, considerando-se nove virus
avaliados

Local da Resultado da
amostra Descricdo da amostra Virus Cr indexacso
(placa-poc¢o) ¢
GVA 24,6 +
26-D3 BRS Cora (CNPUV 181-1) (62d) GVB 19.7 "
44-H1 Rupestris du Lot / Maria GVA 19,0 +
(IAC 514-6) GFLV 17 1 +
. . GVA 31,7 +
9-A2 Italia (Pirovano 65) GEKV 16.5 "
GVA 16,7 +
42-E5 Dolcetto GVD 202 "
GRSPaVv 20,6 +
7-G1 Cabernet Franc GVB 237 "
35-F6 Italia (Garibaldina, amostra 1, GRSPaV 29,1 +
dormente) GFLV 22,9 +
46-H8 Italia (Garibaldina, amostra 16, pés- GRSPaV 24,3 +
brotacao) GFkV 28,8 +
. GRSPaV 28,0 +
42-E2 Cardinal GLRaV-5 27.9 "
GRSPaV 23,2 +
42-E6 Dolcetto GVD 216 "
GLRaV-2 24,0 +
46-F1 LN33/Isabel GVB 216 "
8-B2 Rupestris du Lot / Maria GLRaV-2 17,1 +
(IAC 514-6) GFLV 15,6 +
54-F7 Italia (Garibaldina, amostra 17, p6s- GLRaV-2 28,9 +
brotacao) GFkV 32,7 +
54-A9 Italia (Garibaldina, amostra 1, pos- GLRaV-3 20,0 +
brotacao) GVD 28,5 +

A maior incidéncia de GRSPaV nos acessos pode ser explicada pela termo-
estabilidade deste virus, ou seja, pela dificuldade de eliminagcdo deste virus
utilizando termoterapia por calor. O GRSPaV, se comparado aos outros virus de
videira, parece ser 0 mais recalcitrante para a remogao de gendtipos infectados
(Pearson e Goheen, 1988; Martelli, 1993).

Eun et al. (2000) também obtiveram sucesso na detecg¢ao e na quantificagcao

simultdnea de dois virus que infectam orquideas, Cymbidium mosaic potexvirus
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(CymMV) e Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV) usando a RT-PCR em
tempo real (TagMan). Ling et al. (2007) desenvolveram um ensaio RT-PCR em
tempo real (TagMan), associado a um sistema de imunocaptura, para a detecgéo
eficiente de 25 isolados de Pepino mosaic virus (PepMV), coletados em plantios
comerciais de tomate. Este sistema de deteccdo utilizou um par de
oligonucleotideos, desenhado com base na regido conservada do gene TGB2, e
uma unica sonda TagMan, de amplo espectro, capaz de detectar todas as estirpes
do PepMV.
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Figura 13 - Curvas de deteccdo simultanea de dois virus (duplex) por RT-PCR em
tempo real, e reagdes realizadas a partir de uma unica amostra infectada por reacao
duplex, considerando-se os fluoréforos VIC e FAM, para a marcagao das sondas.
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Margaria et al. (2009) realizaram a deteccdo multipla de fitoplasmas
associados as doencas Flavescéncia dourada (Flavescence dorée-FD e Madeira
negra (Bois noir-BN) por RT-PCR em tempo real (TagMan) com sensibilidade cinco
vezes superior, comparativamente, a RT-PCR convencional. Yokomi et al. (2010)
identificaram varias estirpes, potencialmente severas, de Citrus tristeza virus (CTV),
na Califérnia (EUA), utilizando um ensaio multiplex RT-PCR em tempo real
(TagMan) com diferentes oligonucleotideos e sondas.

Papayiannis et al. (2010) desenvolveram a detec¢cdo multiplex, por RT-PCR
em tempo real (TagMan), para dois begomovirus, Tomato Vyellow leaf
curl virus (TYLCV) e Tomato yellow leaf curl sardinia virus (TYLCSV),
frequentemente presentes em infecgdes multiplas no Mediterraneo. Recentemente,
Papayiannis et al. (2011) também desenvolveram outro ensaio duplex para a
deteccdo simultdnea de Tomato chlorosis virus (ToCV) e Tomato infectious chlorosis
virus (TICV).

Um método que combina IC-RT-PCR e RT-PCRcom o uso
de sondas (TagMan) foi desenvolvido para a detecgdo de Onion yellow dwarf virus
(OYDV) e Leek yellow stripe virus (LYSV), dois potyvirus prevalentes na cultura do
alho. A eficiéncia dos oligonucleotideos e das sondas virus-especificas foi
demonstrada por Lunello et al. (2004) pela deteccdo de trés isolados de diferentes
areas geograficas e hospedeiras.

Recentemente, Debreczeni et al. (2011) desenvolveram um método de gRT-
PCR para a deteccdo e a quantificacdo de Tomato spotted wilt virus (TSWV)
usando oligonucleotideos especificos e uma sonda MGB (TagMan), desenhada com
base em sequéncias conservadas do segmento M de TSWV. Além disso, a
especificidade das sondas MGB (TagMan) permitiram detectar e monitorar o
acumulo de dois isolados de TSWV, em infecgcdes simples e multiplas.

Beuve et al. (2007) utilizaram oligonucleotideos degenerados para
desenvolver um teste RT-PCR em tempo real (SYBR Green), de amplo espectro e
altamente sensivel, para a deteccdo quantitativa e universal de todas as variantes
do GLRaV-2, que infectam portaenxertos de videira. Estes autores constataram,
ainda, que a sensibilidade do ensaio multiplex RT-PCR em tempo real foi 125 vezes

superior quando comparado ao RT-PCR convencional.
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Quadro 15 - Resultado da avaliagdo por meio de RT-PCR em tempo real (TagMan) de 36 acessos de videira, submetidos a

termoterapia e/ou cultura de tecidos, para a presenga de nove virus

N° Cultivar Info. compl. Finalidade Localizagédo Tratamento GLRaV-2 GLRaV-3 GLRaV-5 GVA GVB GVD GRSPaV  GFLV GFkV

01 Cabemet Franc Almadén pva vinifera tinta para vinho  r3pp4g 126+93+64d - ; - - - - - ; -

02 Cabernet Sauvignon clone ISV1 — Italia ]Ejle‘) vinifera tinta para vinho ¢y rq 84+93d - - - - - - - - -

03  Chardonnay Almadén uva vinifera branca para T2E1F23 126d - - - - - - - - -
vinho fino

04 Concord Clone 30 uva americana finta para T2E1F36 65+93d ; ; - ; - ; ; ; ;

05 Isabel Precoce uvaamericana para mesa,  1oporjgp  54+115+64d - - - - - - - - -
suco ou vinho comum tinto

06 ltalia IAC (clone 081210) Uva Vinifera branca para T2E1F56 126d - - - - - - - - -
mesa (com semente)

07  Bordo (lves) uva americana para suco o roeorseg  35+75+93+62d - - - - - - - - -
vinho comum tinto

08 Merlot Almadén o vinifera tinta para vinho - re5pg 126+128+74d - - - - - - - - -

09 Moscato Embrapa  CNPUV 106-93 UV hibrida para vinho T3E1F55 54+63d ; ; ; ; ; ; ; ; ;
comum branco

10  Niagara Branca uvaamericana para mesa,  yopopgsp g5+62+56d - - - - - - - - -
suco ou vinho comum branco

11 Niagara Rosada uvaamericana para mesa,  yapopy 65+93d+merist. - - - - - - - - -
suco ou vinho comum branco

12 IAC 313 (Tropical) IAC-SP portaenxerto tropical T2E3F20 sem trat. - - - - - - + - -

13 |AC 766 (Campinas) portaenxerto tropical T2E4F26C  65d - - - - - - + - -

14 Paulsen 1103 portaenxerto subtropical T2E3F13B  88+93+63d ; ; ; ; ; ; ; ; ;
(temperado)

15  Riesling Italico clone ISV1 — Italia  UVa vinifera branca para T2E1F30 35+75+65d - - - - - - - - -
vinho fino

16 Thompson Seedless uva vinifera branca para T2E1F26 54+88d - - - - - - - - -
mesa (sem semente)

17 Concord uva americana finta para T3E2F35 75d + + - + - ; - - -

18  lsabel Jvaamericana para mesa, - r3pqpq0a  75+113d - - - - - - - - -
suco ou vinho comum tinto

19 AC 572 (Jales) portaenxerto tropical TOE3F15A  63+32+105d ; ; ; ; ; ; + ; ;
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uva vinifera tinta para mesa

20 Crimson Seedless T3E2F53 90d - - - - - - + - -
(sem semente)

21 BRS Lorena CNPUV 127-31 uva hibrida para vinho T2E2F34B  64+32+62+56d - - - - - - - - -
comum branco

N° Cultivar Info. compl. Finalidade Localizacédo Tratamento GLRaV-2 GLRaV-3 GLRaV-5 GVA GVB GVD GRSPaV  GFLV GFkV

2o BRSMargot CNPUV 28-6 uva hibrida para suco tinto ~ T2E4F1A  90d ; ; ; ; ; ; ; ; ;

23 BRS Clara CNPUV 667-1 uva hibrida branca para mesa T2E3F12B 63d+merist. ) B B ) ) ) ) B )
(sem semente)

24 BRSRubea CNPUV HB5.9.14  uva hibrida para suco tinto ~ T2E1F33  75+65d - - - - - - + - -

25 MoscatoBianco  R2 uva vinifera branca para T2E2F11B  90d - - - - - - - - -
vinho fino

26 101-14 portaenxerto subtropical T2E1FA7  88+65d - - - - - - - - -
(temperado)

27 420° portaenxerto subtropical T2EAF38  88+93+74d - - - - - - - - -
(temperado)

28 Petit Syrah Murilo A, Regina  5va Vinfera tinta paravinno ragqpga  443g - - - - - - - - -

29 Pinot Noir Salton uva vinifera tinta para vinho - r3eopqy  3p4564 - - - - - - - - -
fino e espumante (branco)

30 Superior uva vinifera branca para T3E2F52 90d _ _ _ _ _ _ _ _ _
mesa (sem semente)

34 BRSCora CNPUV 181-1 uva hibrida para suco tinto  T2E1F51 62d ; ; ; + + ; ; ; ;

3p BRSCarmem CNPUV 188-2 uva hibrida para suco tinto ~ T2E2F10A  88+62d ; ; ; ; ; ; - ; ;

33 BRSLinda CNPUV 649-1 uva vinifera branca para T3E1F26B  113d - - - - - - - - -
mesa (sem semente)

34 BRSVioleta CNPUV 773-26 uva hibrida para suco tinto ~ T3E2F3 74d ; ; ; ; ; ; ; ; ;
uva vinifera tinta para mesa Q5F17A

35 BRS Morena CNPUV 659-1 (sem semente) (EEVT Jales  sem trat. - - - - - - - - -

Q9R1P5)
36 ltalia"melhorada” YA 40 Sdo uva vinifera branca para T2E2F27B  63d+merist. - - - - - - - - -
Francisco mesa (com semente)

Legenda: ( - ) auséncia de infecgao viral; ( + ) presenca de infecgao viral.



Em comparativos de eficiéncia entre a PCR padrao (convencional), realizada
em reagao unica, e a PCR multiplex, em geral, a reacao de deteccéo simultdnea de
virus apresenta sensibilidade melhor ou igual a reagédo de detecgao por PCR padrao
(Menzel et al.,, 2002; Nassuth et al., 2000; Saade et al., 2000). No entanto, uma
pequena, mas significativa redugcdo na sensibilidade, foi observada em algumas
situacdes (Bertolini et al., 2001; Sanchez-Navarro et al., 2005; Sharman et al., 2000)
como, por exemplo, a presenga de mais de cinco pares de oligonucleotideos na
mesma reagao de PCR, fator que pode interferir na otimizacédo da reagao. Em muitos
casos, apesar da dificuldade para se otimizar a detecgdo simultanea, este
procedimento ainda € compensador, pois maximiza a capacidade de deteccao de
virus em plantas, de forma bastante especifica e sensivel, além de reduzir custos e o

trabalho necessarios, em relagao a reagao simplex (James et al., 2006).

4.4. Deteccao simultanea por RT-PCR em tempo real - TagMan triplex

Visando avancar na deteccdo multipla de virus de videira, por meio de RT-
PCR em tempo real, foi realizada a detec¢do simultanea de trés virus em uma unica
reacao (triplex). As combinacdes de virus testadas, a partir de DNAs clonados
(Quadro 8), envolveram a utilizagdo de sondas marcadas com VIC-TAMRA, para os
virus GVA e GRSPaV; sondas com FAM-TAMRA, para os virus GVB, GFLV,
GLRaV-5 e GVD e, finalmente, sonda do tipo MGB, marcada com o fluoréforo NED,
para a deteccdo do virus GVA, neste Uultimo caso, também utilizando-se
oligonucleotideos degenerados para o GVA (106 pb) (Quadro 6). Foi possivel
realizar a detecgdo simultdnea de trés virus, em uma unica reagao, a partir de
amostras de cDNA viral. Por exemplo, os valores de Ct para a combinagao de GVA
(NED), GRSPaV (VIC) e GLRaV-5 (FAM)foram 17,7; 10,5 e 10,5 e para a
combinagao de GVA (NED), GRSPaV (VIC) e GFLV (FAM), 16,2; 15,0 e 15,8,
respectivamente. Os resultados destas analises estdo ilustrados graficamente na
Figura 14. Entretanto, a detecgédo triplex, a partir de amostras de RNA total como
molde, nado foi obtida ou resultava em deteccbes erraticas e inconsistentes.
Provavelmente, a detecgao simultanea de trés virus, a partir de RNA total, requeira
um processo mais detalhado de otimizacdo da reagdo (ex. desenho de
oligonucleotideos especificos para atuarem na reacdo triplex, etc.). Na reacéo

triplex, usando RNA total, a presenca de acidos nucleicos da planta, presentes na
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reacao, pode ter interferido negativamente no processo, evidenciando a necessidade

de ajustes especificos para que a reagao se processasse.

ravs [lecas love lovw low [ Rseay A [- cuatos [ clravs IFLee leve Bleve B [ RsRay

Figura 14 - Resultado grafico da detecgdo simultanea de trés virus (triplex), a partir
de clones de cDNA, previamente caracterizados. (A) Curvas de amplificagao para os
virus: GRSPaV, GLRaV-5 e GVA (106 pb); (B) Curvas de amplificagao para os virus:
GRSPaV, GVA (106 pb) e GFLV. Amostras: cDNA viral a 0,01 ng/uL.

Radaelli (2009) (dados nao publicados) também realizou ensaios triplex por
RT-PCR em tempo real (TagMan) visando a detecgdo de virus das familias
Closteroviridae (GLRaV-1, -2 e -3) ou Flexiviridae (GVA, GVB e GRSPaV). Foram
utilizados oligonucleotideos degenerados, desenhados para promover o pareamento
em regides conservadas dos genes HSP70 (CLI up e CLI dwn - fragmento de 560
pb) ou da replicase (Kat up e Kat dwn - fragmento de 330 pb), Closteroviridae e
Flexiviridae, respectivamente. Os oligonucleotideos para Closteroviridae ou
Flexiviridae foram empregados, conjuntamente com sondas especificas para cada
um dos trés virus. Os resultados desta deteccao triplex, obtidos por Radaelli (2009),
foram promissores, embora ainda necessitassem de ajustes e testes adicionais para
a confirmagdo da confiabilidade e da reprodutibilidade (comunicagdo pessoal;
Saldarelli, P. 2011).

No admbito desta dissertagcao, foram realizadas tentativas visando reproduzir
a reacao triplex de Radaelli (2009), utilizando-se os mesmos oligonucleotideos
degenerados (Kat up e Kat dwn) e as mesmas sequéncias de nucleotideos nas
sondas para GVA, marcada com o fluor6foro NED-MGB-NFQ, para GVB (VIC-
TAMRA) e para GRSPaV (FAM-TAMRA), além de RNA total como amostra.
Entretanto, os resultados foram negativos, ou seja, ndo houve geragcdo de sinal

fluorescente nas reagdes de RT-PCR em tempo real (dados n&do mostrados). Isto,
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provavelmente, € devido ao distanciamento entre os oligonucleotideos degenerados
(330 pb) e a sequéncia, bastante degenerada, destes oligonucleotideos. Resultados
positivos (geracao de sinal fluorescente) nas reagdes de RT-PCR em tempo real ndo
foram obtidos mesmo a partir de amostras infectadas.

Em uma segunda tentativa foram desenhados novos oligonucleotideos
degenerados para GVA (GVA-4528F/GVA-4633R), gerando um fragmento
amplificado menor (106 pb) (Quadro 6), com o aproveitamento da sonda marcada
com o fluoréforo NED-MGB-NFQ para a detecgédo do GVA. Esta sonda, juntamente
com outras marcadas com 6-FAM e VIC, porém com distintos pares de
oligonucleotideos para cada um dos trés virus, ndo promoveu a detecgao triplex, a
partir de RNA total de amostras infectadas. Como anteriormente mencionado, a
deteccao triplex somente foi obtida a partir de cDNA viral clonado.

Agindotan et al. (2007) realizaram ensaio para a detecgdo simultanea de
quatro virus, que comumente infectam a batata, Potato leafroll virus, Potato virus A,
Potato virus X e Potato virus Y, a partir de RNA total em reagdo quadriplex por RT-
PCR em tempo real (TagMan). Estes autores demonstraram ser possivel a detec¢ao
de 200 a 400 copias de RNA viral na batateira. Pelletier et al. (2009) também
desenvolveram ensaio triplex por PCR em tempo real (TagMan) para a deteccao
simultdnea de dois fitoplasmas, Flavescence dorée (FD) e Bois noir (BN), além da
deteccdo de um controle endogeno “chloroplast tRNAL-F spacer” de Vitis spp., a
partir de videiras com sintomas de Grapevine yellows (GY). Foram empregadas
sondas do tipo minor groove binder-MGB (TagMan) e oligonucleotideos especificos.
A sensibilidade do teste foi até 100 vezes superior, comparativamente ao método
nested-PCR duplex convencional (Clair et al., 2003), possibilitando a detec¢do de
ambos fitoplasmas em videiras.

Visando-se elucidar alguns dos resultados obtidos na reacéao triplex, trés
fragmentos amplificados por RT-PCR convencional foram clonados e sequenciados
(Quadro 8). Os resultados desta etapa e a sua interpretacéo serdo apresentados e

discutidos no ambito do item 4.6 desta dissertacao.

4.5. Avaliacdo agrondmica de videiras infectadas por virus

Este ensaio foi conduzido com o objetivo de se avaliar o efeito da infecgéo

viral sobre variaveis agrondmicas e variaveis que expressam a qualidade enoldgica
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da uva. Dez plantas de videira (Vitis vinifera), com nitidos sintomas de infecgao viral,
foram comparadas a dez plantas sem sintomas perceptiveis (Figura 15). Foram
avaliadas as cvs. Cabernet Franc (CF) e Cabernet Sauvignon (CS) de vinhedos
comercial e experimental, respectivamente, situados em Bento Gongalves-RS. As
plantas foram identificadas no inicio da maturacido da uva e as avaliacbes foram
realizadas em fevereiro e marco de 2011. Na cultivar Cabernet Franc foram
observadas folhas com textura e aparéncia alteradas, tais como folhas coriaceas e
com bolhosidades, enrolamento dos bordos foliares para baixo e coloragao
avermelhada, com as nervuras principais permanecendo verdes (Figura 15). Ja na
cv. Cabernet Sauvignon foram observados avermelhamento da folha e formacéao de
tecido corticento na regido de insercdo do ramo (Figura 15). O efeito da infecgéo

viral na producgao (cachos) também pode ser observado na figura 15.

Figura 15 - Aspecto geral das plantas, dos sintomas e da producao verificado no
ensaio de avaliagdo agronémica entre videiras assintomatica e infectada por virus.
(A) videiras cv. Cabernet Franc sem sintomas de infecgao viral, (B) com sintomas de
infeccdo viral, (C) videira cv. Cabernet Sauvignon com intumescimento na regido de
insergcao do ramo e (D) avermelhamento foliar decorrente de infecgéo viral, (E) cv.
Cabernet Franc: cachos provenientes de videira infectada e (F) de planta
assintomatica.

76



Todas as plantas marcadas, de ambas as cultivares, foram avaliadas
visando-se identificar as espécies virais envolvidas na expressdao dos sintomas
observados. A indexacéo foi realizada por meio de RT-PCR em tempo real (TagMan)
para a deteccao de seis espécies virais que infectam a videira: GLRaV-2, -3, GVA,
GVB, GFKV e GRSPaV. Na cv. Cabernet Franc detectou-se GRSPaV na quase
totalidade das plantas avaliadas, tanto naquelas com quanto naquelas sem sintomas
(Figuras 16A e 16B) respectivamente. O GVB foi detectado na quase totalidade das
plantas com sintomas (Figura 16C) e em apenas 2 plantas sem sintomas (Figura
16D). A cv. C. Sauvignon apresentou os mesmos resultados de infecgao obtidos
para a cv. C. Franc, a excegao de oito plantas infectadas com GVB em dez
avaliadas com sintomas. Em ambas as cultivares, e considerando-se as plantas com
e sem sintomas, nao foram detectadas plantas infectadas por GLRaV-2 e -3, GVA e
GFkV.
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Figura 16 - Resultado grafico da indexacdo por meio de RT-PCR em tempo real
(TagMan) das amostras de C. Franc testadas para seis virus, destacando GRSPaV
e GVB. (A) 10/10 plantas com sintomas, infectadas por GRSPaV (numero de plantas
infectadas com virus / n° total de plantas testadas); (B) 9/10 plantas sem sintomas,
infectadas por GRSPaV; (C) 9/10 plantas com sintomas, infectadas por GVB; (D)
2/10 plantas sem sintomas, infectadas por GVB.
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Em todo o mundo, dentre as principais espécies virais que infectam a
videira, incluem-se o0 GVB e o GRSPaV. Ambas pertencem a familia Betaflexiviridae,
classificando-se nos géneros Vitivirus (GVB) e Foveavirus (GRSPaV). Em estudos
de variabilidade genética, diferentes isolados, destas duas importantes espécies
virais, encontrados em vinhedos brasileiros, foram caracterizados molecularmente
por Nickel et al. (2002) e Radaelli et al. (2009). Como o “diferencial” entre plantas
com e sem sintomas, neste ensaio especifico, foi a presenca do GVB, pois o
GRSPaV foi detectado indistintamente, as alteragbes agronémicas verificadas
seriam, provavelmente, resultantes da infeccao pelo GVB.

Em relagcdo a avaliagdo das variaveis agrondmicas (Quadro 16), as plantas
infectadas e sintomaticas apresentaram vigor reduzido, redugbées no numero de
brotos e de cachos/planta e cachos desuniformes com maturagéo irregular (Figura
15). Observaram-se diferengas significativas, em favor das plantas sem sintomas,
nas seguintes variaveis (% de redugao em relagao as plantas sem sintomas, em CF
e CS): n° ramos com cachos (37 e 24%), n° cachos (35 e 35%), peso fresco do
cacho (37 e 55%), peso total de bagas/cacho (36 e 55%), peso do engaco (52 e
54%) e n° bagas/cacho (27 e 47%) (Quadro 16).

Na cv. Cabernet Franc ainda foram verificadas diferencgas significativas, em
favor das plantas sem sintomas, quanto ao n° gemas brotadas (28%), n° total gemas
(22%) e °Brix do mosto (aproximadamente 7%) e, na cv. Cabernet Sauvignon,
quanto ao peso médio de baga (13%). O n° de gemas nao brotadas na cv. Cabernet
Sauvignon com sintomas foi reduzido em 51% (Quadro 15). Estes resultados
demonstraram que o processo infeccioso, juntamente com a efetiva expressédo de
sintomas da infecgdo viral, nestas cultivares, influenciaram negativamente o
desempenho agronémico e de algumas variaveis de qualidade enoldgica da uva (ex:
°Brix, acidez total titulavel e pH). Adicionalmente, os resultados demonstraram a
adequacgao do teste de RT-PCR em tempo real para a indexacdo de amostras de
videiras provenientes diretamente do campo.

O GVB e o GRSPaV sao virus que invadem, replicam-se e se concentram
nos tecidos do floema da planta. No processo de replicagao viral, o virus codifica a
proteina de movimento (MP) viral, que ao interagir com os plasmodesmas, para
promover o movimento viral célula-a-célula, pode alterar, mesmo que
temporariamente, a funcionalidade dos plasmodesmas, interferindo no fluxo de

fotoassimilados da folha para o floema (Lalonde et al., 2003; Gongalves et al., 2005)

78



e, consequentemente, para os 6rgaos-dreno da planta, como ramos, raizes e frutos.
Os impactos da infecgao viral sobre o potencial fotossintético de folhas de videiras,
potencialmente, restringem o acumulo de reservas e a capacidade de crescimento,
refletindo, consequentemente, em queda de qualidade da producao e de rendimento
(Basso et al., 2010b).

Quadro 16 - Resultados da avaliagdo agronémica e de uvas colhidas em videiras,
cvs. Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon, sem e com sintomas, infectadas com os
virus Grapevine virus B (GVB) e Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV). Média de 10 plantas

Cabernet Franc Cabernet Sauvignon
Variavel Planta sem Plantacom Plantasem Planta com
sintomas sintomas sintomas sintomas
N° de gemas brotadas / planta 4383 31,3b 34,5 ns 31,6 ns
N° de ramos com cachos / planta 33,1a 20,8 b 27,8 A 21,1B
N° de ramos sem cachos / planta 10,7 ns 10,5 ns 6,7 ns 10,5 ns
N° de gemas néo brotadas / 10,5 ns 10,9 ns 51b 104 a
planta
N° total de gemas / planta 54,3 A 42,2 B 39,6 ns 42,0 ns
N° de cachos / planta 57,9 A 37,5B 60,5 a 38,9b
Peso fresco do cacho (g) 193,27 a 121,37 b 275,51 a 123,11 b
Peso total de bagas no cacho (g) 179,11 a 114,69 b 258,12 a 115,24 b
Peso do engaco (g) 14,16 A 6,69 B 17,40 a 7,87b
N° de bagas / cacho 112,77 a 81,57b 168,30 a 88,13 b
Peso médio de baga (g) 0,53 ns 0,47 ns 0,51 A 0,44 B
Solidos soluveis totais (°Brix) 18,84 a 17,60 b 16,43 ns 15,81 ns
Acidez total titulavel (meq.L-“) 81,39 ns 92,44 ns 141,78 ns 134,86 ns
Ph 3,26 ns 3,31 ns 3,17 ns 3,16 ns

*Médias seguidas por letras distintas por cultivar, para cada variavel, sdo diferentes entre si
pelo teste t, bilateral (letras maiusculas, P < 0,05; letras minusculas, P < 0,01). ns, ndo
significativo.

As maiores consequéncias da infeccdo viral em videira sdo o
amadurecimento irregular dos cachos, a redugdo do rendimento e a diminuicdo da
cor em uvas tintas (Reynolds et al., 1997; Cabaleiro et al., 1999; Komar et al., 2010).
O amadurecimento irregular dos cachos pode ocasionar aumento da acidez total
titulavel do mosto da uva (Cabaleiro et al., 1999), entretanto este efeito ndo foi
significativo nas avaliagbes realizadas (Quadro 15). De maneira geral, o0 mosto da
uva de plantas infectadas tende a apresentar menor pH quando comparado com o
de plantas sadias (Credi e Babini, 1997; Cabaleiro et al., 1999; Guidoni et al., 2000;
Kovacs et al., 2001), mas esse parametro também ndo apresentou diferencga

significativa, nas condigbes testadas, para ambas cultivares. Tais resultados variam

79



em fungao das caracteristicas da infec¢ao viral e da resposta fisioldégica da cultivar
(hospedeira) frente a infecgao viral.

Os efeitos negativos verificados, e que afetam de forma direta ou indireta, a
fisiologia da videira, com reflexos significativos sobre algumas variaveis agronémicas
e de qualidade enoldgica da uva, podem ser, provavelmente, atribuidos a presenca
do GVB, que teve maior incidéncia em plantas com sintomas. A presenca de virus
em plantas sem sintomas pode ser explicada pela altissima sensibilidade do teste
diagndstico de RT-PCR em tempo real e pela ocorréncia de plantas assintomaticas
para o GRSPaV. Plantas assintomaticas infectadas poderiam exibir sintomas em
outros ciclos de cultivo (safras).

Recentemente, Giribaldi et al. (2011) realizaram estudo comparativo de
performance agronémica entre videiras (Vitis vinifera) sadia e infectada por GLRaV-
1, GVA e GRSPaV. Nas plantas infectadas foram observadas diminuicdes
significativas na brotacao, na fertilidade e na produtividade em comparagdo com os
controles sadios. Estes resultados apresentam similaridade com alguns obtidos no
presente trabalho (Quadro 16). Giribaldi et al. (2011) também determinaram que a
composi¢cao de solidos soluveis totais na baga e de polifendis néo foi afetada, no
entanto, a acidez total titulavel foi superior em videiras infectadas.

Os resultados obtidos no presente trabalho salientam que videiras
momentaneamente assintomaticas, mesmo que infectadas, ainda apresentam
melhor desempenho agrondmico quando comparadas as sintomaticas e infectadas.
Porém, como ja demonstrado o melhor desempenho agronémico é obtido a partir de
videiras livres de patdégenos virais (Basso et al., 2010b). Mannini et al. (2011)
demonstraram as vantagens advindas de vinhedos estabelecidos com material
propagativo livre de virus em relagdo a diferentes variaveis, tais como vigor,
rendimento, taxa fotossintética e teor de sdélidos soltveis (°Brix).

O impacto econdbmico das viroses na produgdo da videira pode ser
significativamente reduzido pela remogao de plantas infectadas de dentro do vinhedo
("roguing") se a incidéncia da infeccdo for moderada (1% a 25%). Com incidéncia
superior a esta taxa, a melhor alternativa é a substituigdo do vinhedo. Assim a
utilizacdo de material “certificado” € recomendada como a melhor estratégia para

reduzir as perdas ocasionadas pela infecgéo viral (Atallah et al., 2011).
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4.6. Analise de sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos de
cinco espécies virais que infectam a videira

4.6.1. Grapevine fleck virus (GFkV)

A partir da amostra da cv. Benefuji, enxertada no portaenxerto cv. Rupestris
du Lot, amplificou-se por RT-PCR convencional, um fragmento de DNA de tamanho
esperado (719 pb) (Figuras 17A e 17C), contendo a sequéncia completa de
nucleotideos do gene da proteina capsidial do GFkV, com 693 nucleotideos (nt) e
230 aminoacidos deduzidos (aad). Esta sequéncia foi depositada no banco de dados

do GenBank com codigo de acesso JN022610 (Figura 18).

el == 352 pb

Figura 17 - Amplificagdo por RT-PCR convencional e digestdes de plasmideos em
gel de agarose 1,2% (p/v). (A) fragmento amplificado de 719 pb do GFkV, cv. Benifuiji
(2) e videira cv. Rupestris du Lot sadia (1), (B) fragmento de 852 pb do GVD, cvs.
Dolcetto e Garganega (5 e 6), (C) Mini-prep digerido com EcoRI, mostrando a
liberagdo de um fragmento de 719 pb do GFkV (1, 3 e 4), (D) Mini-prep digerido com
EcoRI, mostrando a liberacdo de um fragmento de 852 pb do GVD (1 e 2). Marcador
DNA do fago lambda/Pstl (M).

As sequéncias obtidas para o isolado local, apresentaram maiores
identidades de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos, 96,1% e 98,7%,
respectivamente, com o isolado italiano MT48 (GenBank NC_003347) do GFkV

(Quadro 17), isolado caracterizado por Sabanadzovic et al. (2001).
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Quadro 17 - Identidades de nucleotideos e de aminoacidos do isolado BF (GenBank
JN022610, gene da proteina capsidial) de GFkV, dos isolados Dolc (GenBank
JQO031715) e Garg (GenBank JQ031716), genes CP e “RNA binding protein” de
GVD; e isolado Card, gene HSP70 parcial, de GLRaV-5, caracterizados neste
trabalho, com outros isolados depositados em banco de dados (GenBank)

. o
_V|rus Isolado % ident. A’ 'd?n.t' , . Cdd. Genbank Céd. Genbank
(isolado . ; aminoacidos  Pais Hospedeira
estrangeiro nucleotideos : (nt) (aad)
local) deduzidos
96,1 98,7 . . NC 003347 NP_542613
MT48  668/695)  (227/230)  'télia Videira (AJ309022)
93,9 98,7 . e HQ688989
Cl-1155 (651/693) (227/230) Chile Vitis vinifera AEL29445
GFkV e i
. 95,5 99,1 Vitis vinifera *)
(isol. BF) CH21-68.2 (644/674) (222/224) EUA cv.Chardonnay GU372373 ADM53709
95,4 99,1 Vitis vinifera *)
CH-11 (ea3/674)  (2227224)  EYA  cv. Chardonnay CGY372372° ADMS3708
CH25- 95,2 98,2 Vitis vinifera *)
1051 (642/674)  (220/224)  EYA oy Chardonnay CGY3723747  ADMS3710
93,4 97,5 Vitis vinifera cv. 0
P (230/246) (80/82) Franca Pinot Noir FN555306 CBG91888
89.2 95.0 CAA69070
) ) (gene prot.
Ss\g? (433/485) (153/161) ltalia Nicotiana Y07764 capsidial)
Dol \ — 93.5 912 occidentalis CAAB9071
olc) y y gene "proteina de
(259/277) (83/91) ligagdo ao RNA"
89.2 95.0 CAAB9070
) ) (gene prot.
E-I;SVO? (433/485) (153/161) ltalia Nicotiana Y07764 capsidial)
‘ — 938 923 occidentalis CAAB9071
Garg) y y gene "proteina de
(260/277) (84/91) ligagdo ao RNA"
97,5 100 Vitis viniferacv. NC_016081
Y217 (458/162)  (53/53) @M@ \yhite Emperor (FR822696) Y —004901689
96,9 100 _
_ (157/162) (53/53) EUA Videira AF039552 AAB96679
96,2 100 _
- (156/162) (53/53) ’ EUA Videira AF233934 AAK38608
75,0 92,4 Africa do Vitis vinifera cv.
GLRav- V€ (114/152)  (49/53) Sul  Waltham Cross = 103905 ABMO5868
5 96,1 98,0 . Vitis vinifera cv. ¢
(isol. Cl-4408 (150/156) (51/52) Chile Superior HM214151 ADNO06382
Card) 96,1 98,0 . Vitis vinifera cv. *)
CI-3086 (150/156) (51/52) Chile S Blanc HM214150 ADNO06381
- 90,5 98,0 . . Vitis vinifera cv. ¢ CAN87154
Potamisi (143/158) (51/52) Grécia Potamisi AM745343
88,6 98,0 . . Vitis vinifera cv. *)
K5 (140/158) (51/52) Grécia K5 AM745344 CAN87155
80,9 92,0 . Vitis vinifera cv. ®
. (123/152) (46/50) Argentina Redglobe EU815935 ACJ03867

“ o »

em relagao ao isolado caracterizado.
(.../...) = numero de nucleotideos (nt) ou aminoacidos deduzidos (aad) idénticos em relagdo ao
numero total de nt ou aad alinhados.
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No alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos deduzidos, do gene
da proteina capsidial, do GFkV caracterizado, isolado BF e outros dois isolados
estrangeiros, depositados no banco de dados GenBank (NCBI), verificou-se a
alteracao de apenas dois aminoacidos deduzidos indicando baixa variabilidade desta
espécie viral (Figura 19).

Naidu e Mekuria (2010) realizaram estudo de homologia, com base na
comparagao da sequéncia parcial de nucleotideos do gene da proteina capsidial
(CP) de trés isolados norte-americanos de GFkV da cv. Chardonnay. A comparagao
dessas sequéncias (GU372372, GU372373, GU372374) com as sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos deduzidos da CP do isolado italiano de GFkV
(AJ309022) mostraram 94-95% e 98-100% de identidade, respectivamente,
resultados similares aos obtidos no presente trabalho (Quadro 17).

Na indexacdo dos 30 acessos de videira cv. Italia, mantidas em casa de
vegetacao, e oriundas do Campo Experimental Garibaldina — Embrapa, foi possivel
detectar por RT-PCR em tempo real, seis plantas infectadas (ramos dormentes) pelo
GFkV (Quadro 18), além de outras amostras infectadas por este virus, ja
mencionadas (Quadros 12, 13 e 14), e também, analisadas por meio desta mesma

técnica.

atgagcctccccgecgacctcctectgggegecatttectetctectecgeaacccteee
M S LPADWLULILGAISSLULRNPP
acctctgatgccgecgectecgtetgetgaccagectgetgtctetagetctegctcagac
T S bDAAAPSADA QPAV S S SR SD
tctecgectggtecagegetecgetecctgetgegecaccecgecccgaccgecattgeccge
S RLVSAPLUPAAPPAPTAI AR
aaccctcgcgtaagcatccacctccccttccagttectgtggtatgacatcacaggcacce
NP RV S I HLPFQFLWYDITGT
gagtcctcctacacctccctgtccgtegecteccgteccgaagtegtecaccgtegeeccge
E S SYTSL SV ASRWPEVV TV AR
ccctaccgcecacgeccgectcacctecctecgaagecttegtecaacccacggectectea
P YRHARLTSLEAFVQPTASS
gccacctacccccaaaccgtcgacctctgetggaccatcgactcecgtcaccceccgeeccge
AATYPQTVDLTCWTIDSVTUPAR
tctgagatcctctccgtcttcggcgcccaacgcatcgcgtggggctccgtccacttctcc
S E1 LSV FGAQRTI A S V. H F S
gcccccatcctcctccccgccgagctctccagcctcaaccccaccatcaaggactccgtc
AP I L LPAELSSLNZPTI KD SV
acctacaccgactgcccccgectcacctgtggcttctaccgcaatgacgectgegtegee
T Y TDT CPRLTT CGIFYRNDA AT CVA
ctcggttcctecgeccccatctgeggetecatectecatecgeggegttatecgagtgetee
L GS SAPI1CGS 1 LI RGV 1 EC S
gcccccaccaaccgcecccaccecctegteatga

AP TNRWPTWP S S -

Figura 18 - Sequéncias de nucleotideos (linha superior) e de aminoacidos deduzidos
(linha inferior) obtidas e depositadas no GenBank (JN022610) para o gene completo
(693 pb) da proteina capsidial do Grapevine fleck virus (GFkV), isolado BF. “_”:
codon de parada.
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* 20 * 40 * 60

NlN(eydcu o -S| PADLLLGAISSLLRNPPTSDAAIRPSADQPAVSSSRSDSRLVSAPLPAAPPAPTATARNP JEEEGYA
ANcloleloiz il S| PADLLLGAISSLLRNPPTSDAASPSADQPAVSSSRSDSRLVSAPLPAAPPAPTATARNP -Gy
plo]tsicictsie R\ S| PADLLLGAISSLLRNPPTSDAASPSADQPAVSSSRSDSRLVSAPLPAAPPAPTA I ARNP YA

MSLPADLLLGAISSLLRNPPTSDAASPSADQPAVSSSRSDSRLVSAPLPAAPPAPTATARNP

* 80 * 100 * 120

R0yl (o RRalR \/S IHLPFQFLWYD I TGTESSYTSLSVASRPEVVTVARPYRHARLTSLEAFVQPTASSATY P v
ANEColelo - amalR \/S | HLPFQFLWYD I TGTESSYTSLS IASRPEVVTVARPYRHARLTSLEAFVQPTASSATY P w2
plefcretcictic R \/S I HLIPFQFLWYD I TGTESSYTSLSIASRPEVVTVARPYRHARLTSLEAFVQPTASSATY P ey

RVSIHLPFQFLWYDITGTESSYTSLS6ASRPEVVTVARPYRHARLTSLEAFVQPTASSATYP

* 140 * 160 * 180

N1N{eyedcu o mu-l O TVDLCWT I DSVTPARSE I LSVFGAQRITAWGSVHFSAP I LLPAELSSLNPT IKDSVTY TDCPJ=Reld)
ANIC{ole [0 2Bl O TVDLCWT I DSVTPARSE I LSVFGAQRITAWGSVHFSAP I LLPAELSSLNPT IKDSVTY TDCPmRsls)
[plefcretcicticmu O TVDLCWT IDSVTPARSE I LSVFGAQR IAWGSVHFSAP I LLPAELSSLNPT IKDSVTYTDCP k(s

QTVDLCWT IDSVTPARSEILSVFGAQRIAWGSVHFSAPILLPAELSSLNPTIKDSVTYTDCP

* 200 * 220 *

NlNoypdulomm-alR| TCGFYRNDACVALGSSAPICGSILIRGVIECSAPYNRPTPSSwriele]
wiclolelo-andlR| TCGFYRNDACVALGSSAPICGSILIRGVIECSAPINRPTPSS|vac]e
RN

plofcrcisictcic R | TCGFYRNDACVALGSSAPICGSILIRGVIECSAPENRPTPSS ]l
RLTCGFYRNDACVALGSSAPICGSILIRGVIECSAPINRPTPSS

Figura 19 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzidos, depositada no
GenBank (JN022610), do gene completo (693 pb) da proteina capsidial do
Grapevine fleck virus (GFkV), isolado BF, com outras sequéncias homodlogas,
disponiveis para esta espécie viral.

A técnica de RT-PCR em tempo real, amparada pela caracterizagao viral,
constitui-se em ferramenta util para a rapida e sensivel deteccdo do GFkV, agente
causal da virose da mancha das nervuras em videiras, especialmente em atividades
de monitoramento de campos de plantas-matrizes. Este trabalho também constitui-
se na primeira caracterizacdo do gene completo da proteina capsidial (CP) de um

isolado local (“brasileiro”) de Grapevine fleck virus.

Quadro 18 - Resultado das avaliagdes de diversos acessos de videira, mantidos em
casa de vegetacgao, provenientes de campo experimental ou de mudas importadas, e
testados para a detecgao, por meio de RT-PCR em tempo real, para os virus GVD,
GLRaV-5 e GFkV

Virus/ Valor de C+

N° Cultivar/Acesso Localizacao GVD GLRaV-5 GEKV
1 Italia 1 Casa de veget_agéo 1- Emb_rapa_ + +
(Campo Experimental - Garibaldina) (27,6) (26,9) -
> Itilia 16 Casade vegetggéo 1- Emb_rapa. + + +
(Campo Experimental - Garibaldina)  (27,6) (26,6) (22,3)
3 Italia 17 Casa de vegetacao 1 - Embrapa + + +
(Campo Experimental - Garibaldina) (27,6) (25,6) (32,7)
4 Italia 18 Casa de vegetacao 1 - Embrapa + + +
(Campo Experimental - Garibaldina)  (26,6) (25,4) (19,8)
5 Italia 20 Casa de vegetacao 1 - Embrapa + + +
(Campo Experimental - Garibaldina) (26,5) (24,8) (32,1)
. Casa de vegetacao 1 - Embrapa +
6 ltalia 21 (Campo Exgerimental - - (32,6)
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Quadro 18, Cont.

7 Italia 22 Casa de vegetacao 1 - Embrapa + + +
(Campo Experimental - Garibaldina) (26,7) (25,4) (35,0)
Alicante Embrapa Quarentena -
8 Bouschet Cl. T1E2F27P569 _ _ n.d.
804
Cabernet Franc
Embrapa Quarentena -
9 I(g\a/rmenere) T1E1F48P176 _ _ n.d.
10 Cabernet Franc Embrapa Quarentena - + n.d
ENTAV337 T1E2F1P374 (31,4) - o
Cabernet
! Embrapa Quarentena - +
11 Sauvignon _ n.d.
C1.338 T1E1F43P484 (32,8)
12 Cabernet Embrapa Quarentena - nd
Sauvignon R5  T1E1F41P482 - - o
13 Cabernet Embrapa Quarentena - + n.d
Sauvignon R5 T1E1F46P224 (31,4) - o
. Embrapa Quarentena - +
14 Cardinal CI.80 T1E1E50P75 _ (24.7) n.d.
Embrapa Quarentena -
15 Chardonnay R8 T1E1F29P600 _ _ n.d.
Embrapa Quarentena - +
16 Dolcetto CN 69 T1E1E41P388 (22.1) _ n.d.
Embrapa Quarentena - +
17 Dolcetto CN69 T1E1F41P388B (18,9) _ n.d.
18 Don Bem Embrapa Quarentena - nd
Hannah T1E1F47P49 - - o
Embrapa Quarentena - +
19 Garganega R4 T1E1F47P89 (27.8) _ n.d.
- Embrapa Quarentena -
20 Italia VCR10 T1E3E2P539 _ _ n.d.
Malvasia di
: Embrapa Quarentena - +
21 Candia T1E1F47P281 (32,9) - n.d.
Aromatica
. Embrapa Quarentena -
22 Marzemino T1E1F44P511 _ _ n.d.
23 Marzemino Embrapa Quarentena - nd
SMA9 T1E1F45P345 - - o
Embrapa Quarentena - +
24 Merlot R8 T1E1F50P51 (34.1) _ n.d.
: ... . Embrapa Quarentena - +
25 Micheli Palieri T1E1F48P151 (30,0) _ n.d.
. . o..... Embrapa Quarentena -
26 Micheli Palieri T1E3F31P31A _ _ n.d.
27 Montepulciano Embrapa Quarentena - nd
R7 T1E1F46P189 - - o
28 Moscato Embrapa Quarentena - nd
Bianco T1E1F49P73 - - o
o9 Nebbiolo R1 Embrapa Quarentena - + nd
T1E1F41P508C (32,7) - o
30 Nero D’ Avola Embrapa Quarentena - N n.d.

T1E1F50P2

(20,9)




Quadro 18, Cont.

Embrapa Quarentena - +
31 Perlona T1E1F45P10 (22.5) - n.d.
. , Embrapa Quarentena -
32 Pinot Noir T1E1F49P45 _ _ n.d.
33 Prosecco Embrapa Quarentena - nd
ESAV10 T1E1F45P364 - - o
34 Refosco PR Embrapa Quarentena - nd
ISV1 T1E1F44P528 - - o
. Embrapa Quarentena - +
35 Regina ISV6 T1E2E22P566 (20,5) _ n.d.
Embrapa Quarentena - +
36 Tannat Cl.717 T1E1F43P493 (33,6) _ n.d.
37 Uva di Troia Embrapa Quarentena - nd
VCA1 T1E1F49P130 - - o

n.d. = ndo determinado, “+” planta infectada, “-” planta sadia.

4.6.2. Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5)

O Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5) foi caracterizado,
molecularmente, a partir da amostra proveniente da cv. Cardinal (Quadro 5).
Amplificou-se, por RT-PCR convencional e com os oligonucleotideos HSP-26F/HSP-
188R (Quadro 6), um fragmento de DNA de tamanho esperado (162 pb) que foi,
posteriormente, clonado (Figura 20A). A sequéncia obtida, a partir deste fragmento,
corresponde ao gene HSP70 incompleto do GLRaV-5, com 162 nucleotideos (nt) e
53 aminoacidos deduzidos (aad) (Figura 21).

O alinhamento multiplo da sequéncia de nucleotideos do isolado local de
GLRaV-5, isolado Card, com sequéncias homdlogas de outros quatro isolados,
incluindo-se, ainda, os oligonucleotideos e sondas para GLRaV-5 (Quadro 6),
mostrou existir minima variabilidade nestas regides e entre estes isolados, a
excecgao do isolado Sul Africano (EF103905) (Figura 22). O alinhamento multiplo de
aminoacidos deduzidos do isolado Card e outros quatro isolados de GLRaV-5
enfatiza a existéncia de baixa variabilidade nesta regiao gendmica (Figura 23). As
sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do GLRaV-5, isolado local
(Card), proveniente da cv. Cardinal, apresentaram identidades de 97,5% e 100%,
respectivamente, com o isolado francés Y217 (NC_016081) (Quadro 17). Entretanto,
incluindo os alinhamentos parciais de sequéncias, estas identidades variaram de
80,9 a 97,5% e 92 a 100%, para nucleotideos e aminoacidos deduzidos,

respectivamente (Quadro 17).
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200

162 pb_ 100_

50
78 pb_

M 1 2

Figura 20 - Andlise eletroforética em gel de agarose 3% (p/v) das reagdes de RT-
PCR “convencional”’. (A) Amplificagdes dos fragmentos de 162 pb de GLRaV-5, cv.
Cardinal (pogo 1) e de 78 pb de GVD, cv. Dolcetto (pogo 2), (B) Amplificagdo do
fragmento de 106 pb de GVA, cv. ltalia, (C) Amplificagao dos fragmentos de 145 pb
(poco 1) e 60 pb (pogco 2) do GLRaV-1, cv. Petit Syrah. Marcador 50 pb DNA
(Invitrogen).

O GLRaV-5 foi parcialmente sequenciado por Good e Monis (2001) e sua
ocorréncia relatada em varios paises onde se cultiva a videira. Talquenca et al.
(2009) detectaram por DAS-ELISA o GLRaV-5 infectando videiras cv. Redglobe, na
Argentina, e caracterizaram isolados com base nas ORFs HSP70h, HSP90h e CP. O
isolado argentino apresentou alta identidade com sequéncias de outros isolados de
GLRaV-5 e identidades de nucleotideos entre 80% e 90% com isolados de GLRaV-9

e GLRaV-4, respectivamente.

aacactctgcttttctgctggcagaggtgtggacggttgtgttcctgagagtgacacggtg
T L C F S A GRGVDGT CVZPESDTV
tatataccgacggtcgttggtatacgaaaagacggaacgtacacaataggtttgggggct

Y r P T VV G 1 RKDGTY T 1T G L G A
ttgctagaaaaggatgtactcgtttatcgggacataaaaag
L L E K D V L VY R D I K

Figura 21 - Sequéncias de nucleotideos (linha superior) e de aminoacidos deduzidos
(linha inferior) obtidas para o gene incompleto (162 pb) da proteina HSP70 do
Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5), isolado Card.
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162bp-tese :

LR5-26F

LR5-131P
LR5-188R
FR822696
AF233934
AF039552
EF103905

162bp-tese :

LR5-26F

LR5-131P
LR5-188R
FR822696
AF233934
AF039552
EF103905

LR5-26F

LR5-131P
LR5-188R
FR822696
AF233934
AF039552

TGTATATACCAACGGTAGTTGGTATACGAAAAGACGGAACATACACAATAGGTTTGGGG

20 * 140 * 160
NPl o By (=TI GC T TTGCTAGAAAAGGATGTACTCGTTTATCGGGACATAAAAAG NV
CCT T TG T AGAAAAG G : 30
ettt [ TGCTACTCGTTTATCGGGACATAAAAAG -V
MEIGCTTTGCTAGAAAAGGATGTACTCGTTTATCGGGACATAAAAAG YA
HEIGCTTTGCTAGAAAAGGATGTACTCGTTTATCGGGACATAAAAAG NP4
MEIGCTTTGCTAGAAAAGGATGTACTCGTTTATCGGGACATAAAAAG Ky
MEGCCTECTCTTEGGABAAGCGATATIECTCGTEBTACAGGGACATAAAGE G-y

EF103905

GCTTTGCTAGAAAAGGATGTACTCGTTTATCGGGACATAAAAAG

118

14

: . 118
BT GTATATACCAACGGTAGTTGGTATACGAAAAGACGGAACATACACBATAGGTTTGGGCIE
Bl G TATATACCAACGGTAGTTGGTATACGAAAAGACGGAACATACACAATAGGTTTGGGGE
Bl TG TABATACCAACGGTEGTTGGTETEAGEBEEIGATGGAACTTACACBATAGGAT TGGCTE

118
118
118

Figura 22 - Alinhamento multiplo da sequéncia parcial de nucleotideos (162 pb) do
gene da proteina HSP70 do Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5), isolado
Card, com quatro isolados desta espécie viral (cédigos de acesso no GenBank),
além dos oligonucleotideos e sondas definidos no Quadro 6, para a amplificagdo por
RT-PCR em tempo real.

Pei et al. (2010) realizaram a primeira detec¢gao de GLRaV-5 em videira cv.

Malaga Rose, na China sendo que a sequéncia de nucleotideos do gene da proteina
capsidial do isolado chinés (GQ246625) apresentou 95% de identidade de
nucleotideos com o isolado argentino de GLRaV-5 (EU815935).

162bp-LR5
NC016081
AF039552
AF233934
EF103905

Figura 23 - Alinhamento multiplo da sequéncia parcial (53 aad) de aminoacidos
deduzidos do gene da proteina HSP70 do Grapevine leafroll-associated virus 5

* 20 * 40 *
TLCFSAGRGVDGCVPESDTVYIPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEKDVLVYRDIK
TLCFSAGRGVDGCVPESDTVY IPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEKDVLVYRDIK
TLCFSAGRGVDGCVPESDTVYIPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEKDVLVYRDIK
TLCFSAGRGVDGCVPESDTVY IPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEKDVLVYRDIK
TLCFSAGRGVDGCVPESDTRY IPTVVGMRRDGTYTIGLGALLEKDELVYRDIK
TLCFSAGRGVDGCVPESDTVYIPTVVGIRKDGTYTIGLGALLEKDVLVYRDIK

53
53
53
53
53

(GLRaV-5), isolado Card, com quatro isolados desta espécie viral, depositados no
banco de dados GenBank.
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Padilla et al. (2010) identificaram, na Espanha, duas cultivares de videira
(Estaladina e Tempranillo) infectadas com GLRaV-5, por RT-PCR em tempo real
(TagMan) com sondas especificas e DAS-ELISA. A identidade de aminoacidos
deduzidos do gene da proteina capsidial, de ambos isolados (Est110 = HM363522 e
Tem020 = HM363523), com o gene homdlogo dos isolados norte-americano
(AF233934) e argentino (EU815935) foi de 100%. Em outro trabalho semelhante,
Engel et al. (2010) detectaram o GLRaV-5 em duas cultivares (Sauvignon Blanc e
Superior), no Chile, e as sequéncias obtidas, para estes dois isolados (HM214148 e
HM214149), mostraram 97 e 94% de identidade de nucleotideos, respectivamente,
no gene da proteina capsidial, e 99% de identidade de aminoacidos deduzidos com
o isolado argentino (EU815935). Thompson et al. (2012) determinaram a identidade
de nucleotideos entre o GLRaV-5 e outras trés espécies virais, associados a virose
do enrolamento da folha da videira: GLRaV-9 (cerca de 75%), GLRaV-Pr (65%) e
GLRaCV (59%).

Além de caracterizar parcialmente o gene da HSP70 do GLRaV-5, 37
acessos de videira, mantidos em casa de vegetagdo e provenientes de campo
experimental ou de mudas importadas, foram indexados por meio de RT-PCR em
tempo real. Foi possivel detectar sete plantas infectadas com o GLRaV-5 (Quadro
18). Isto novamente enfatiza a eficiéncia dos reagentes utilizados para a detecgéao
de diferentes isolados de GLRaV-5.

Kuniyuki et al. (2008), no Estado de Sao Paulo, detectaram o GLRaV-5 por
ELISA, em baixa incidéncia nas cultivares avaliadas, exceto na cv. Cardinal, que
apresentou 100% de infeccdo. E interessante destacar que, neste trabalho,
identificou-se por RT-PCR em tempo real, o GLRaV-5 na cv. Cardinal (Quadro 12), a
mesma cultivar avaliada por aqueles autores.

Este trabalho constitui a primeira detecgdo por método molecular (RT-PCR
em tempo real — TagMan) e a primeira caracterizagdo molecular parcial de GLRaV-5

no Brasil.

4.6.3. Grapevine virus D (GVD)

Para o Grapevine virus D (GVD), caracterizado a partir das cvs. Dolcetto e
Garganega, amplificou-se, por RT-PCR convencional e com os oligonucleotideos
GVD(-v)/GVD(-c), um fragmento de DNA de tamanho esperado (852 pb), que foi,
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posteriormente, clonado (Figuras 17B, 17D). As sequéncias deste fragmento
contém os genes completos da proteina capsidial com 486 nucleotideos (nt) e 161
aminoacidos deduzidos (aad) e da proteina de ligacdo ao RNA (“RNA binding
protein”), com 276 nucleotideos (nt) e 91 aminoacidos deduzidos (aad), obtidos para
dois isolados do GVD: Dolc (JQ031715) (Figura 25) e Garg (JQ031716). A proteina
de ligacdo ao RNA (“RNA binding protein”), codificada pela ORF5 dos Vitivirus, tem
as fungbes de supressora do silenciamento génico e de determinante de
patogenicidade no GVA (Du-Prezz et al., 2011), podendo ter as mesmas fungdes no
GVD.

As massas moleculares calculadas das proteinas capsidial e de ligagao ao
RNA, para o isolado Dolc de GVD, foram 17,65 e 10,34, respectivamente, similares a
relato anterior de Du-Preez et al. (2011) que calcularam tais massas moleculares em
17,7 e 10,5 kDa, respectivamente.

Alternativamente, um fragmento de 78 pb do GVD, isolado Dolc, foi
amplificado (Figura 20A) com os oligonucleotideos definidos no Quadro 6, clonado,
sequenciado e incluido no estudo de alinhamento multiplo (Figura 24).

Foi realizado o alinhamento multiplo, incluindo as sequéncias de
nucleotideos de 512 pb (dos fragmentos de 852 pb), obtidas para os isolados Dolc e
Garg, a regido homédloga do isolado italiano de GVD (Y07764), além dos
oligonucleotideos e da sonda, usados na RT-PCR em tempo real (Quadro 6) e a
sequéncia do fragmento de 78 pb, gerado a partir desta PCR (Figura 24). Verificou-
se alta similaridade entre todas as sequéncias alinhadas, explicando a consistente
amplificagédo de diferentes isolados de GVD por meio da RT-PCR em tempo real.

As sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do GVD
caracterizado, isolados Dolc e Garg, apresentaram altas identidades (superiores a
90%) com o isolado italiano (Y07764), unico isolado com sequéncia disponivel na
regido comparada dos genes CP e da proteina de ligacdo ao RNA (Quadro 17). Esta
alta identidade (superior a 90%, Quadro 17), entre estes trés isolados (Dolc e Garg,
deste trabalho, e o isolado italiano de GVD), também, pode ser comprovada por
meio do alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos deduzidos,
considerando-se os dois genes sequenciados: proteina capsidial (Figura 26) e

proteina de ligacdo ao RNA (Figura 27).
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GVD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVvD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVvD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVvD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVvD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

GVD-Dolc
GVD-Garg
78bp-tese
GVD-554F
GVD-580P
GVD-631R
YO7764

Figura 24

il 20 > 40 > 60
IATGTACCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATAGCTCTIGGTGGGTACTAGTAAGAAGGCGCAG]
IATGTACCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATAGCTCTGGTGGGTACTAGTAAGAAGGCGCAG]

IATGTACCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATAGCECTGGTIRGGEACEBAGEABGAAGGCGCAG]

ATGTACCTTAGGACGCTCTTCGGGTACATAGCTCTGGTGGGTACTAGTAAGAAGGCGCAG

100 120

CATTATGGGGAAGTTGATATCATAGGACCAA GGC AATAGGATTAATGTAGACTCTAGA
CATTATGGGGAAGTTGATATCATAGGACCAAAGGCTAATAGGATTAATGTAGACTCTAGA|

CATTATGGGGWAG TGGATGTAATAGGBCCIAAGTICTAATAGGAGTAATGTAGATITCTAGE

CATTATGGGGAAGTTGATATCATAGGACCAAAGGCTAATAGGATTAATGTAGACTCTAGA

140 160 180

GGTAGAATAAACATAAGCGAGAAGGTGGCGAGTATAATGGCTCTCAGCAGGGCAGTGAGC
GGTAGAATAAACATAAGCGAGAAGGTGGCGAGTATAATGGCTCTCAGCAGGGCAGTGAGC

GGTAAAATAAACATAAGCGAGAAGGTGGCGAGTATBATGGCTCTIAGCAGAGCAGTGAGH
GGTAGAATAAACATAAGCGAGAAGGTGGCGAGTATAATGGCTCTCAGCAGGGCAGTGAGC

200 220 240

GAGGGACCGTTGGTGGGAGCAACTCTGAGGCAGGTIGTGTGAACCGTTCGCACAGGAAGCT]
GAGGGACCGTTGGTGGGAGCAACTCTGAGGCAGGTIGTGTGAACCGTTCGCACAGGAAGCT]

GAAGGACCGTTGGTGGGEGCEACTCTGAGGCAAATIGTGEGAACCATTCGCACAGGAAGCT]

GAGGGACCGTTGGTGGGAGCAACTCTGAGGCAGGTGTGTGAACCGTTCGCACAGGAAGCT

260 280 300

[ TACGAGATGCTGGCTAAGATGGCTGAAATGGGACTGTACTCTCAATTGGCTCGTAAGATG]
[ TACGAGATGCTGGCTAAGATGGCTGAAATGGGACTGTACTCTCAATTGGCTCGTAAGATG|

TATIGAGA TG T GGCEAAGATGGCAGABATGGGBC T@TACTCTCABETGGCECG TAAGATG]
TACGAGATGCTGGCTAAGATGGCTGAAATGGGACTGTACTCTCAATTGGCTCGTAAGATG

320 340 360

GCGAGGCTTGGCAACAAGGAACCTCAAGTGAT GTTTGACTTTGCGTCCGGTCTGGATATA|
GCGAGGCTTGGCAACAAGGAACCTCAAGTGATGTTITGACTTTGCGTCCGGTCTGGATATA]

GCAAGGCTEGGIEAACAAGGAACCTCAAGTGATIGTTIEGACTTEGCATCCGGTIRTGGATATE]
GCGAGGCTTGGCAACAAGGAACCTCAAGTGATGTTTGACTTTGCGTCCGGTCTGGATATA

380 400 420
IAGTCGTTTGACATTGCAAGAGGCAACTGTTAT] AGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGT]|
AGTCGTTTGACATTGCAAGAGGCAACTGTTAT]| CAGGCTATGCATTCTCGCCTC TTCGT]

IAGTCGETTGACATTGCAAGAGGCIIACTGTTATIACAGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGE]

AGTCGTTTGACATTGCAAGAGGCAACTGTTATTCAGGCTATGCATTCTCGCCTCTTTCGT

> 440 * 460 > 480
IACTGAAGGTGCTAAAGGAGTATTCAACGCCCAATCGTCGGTTGGAGAGCAGGCAGTTGAG
IACTGAAGGTGCTAAAGGAGTATTCAACGCCCAATCGTCGGTTGGAGAGCAGGCAGTTGAG
GTTGARA

[ACTGAAGGTGCTAAAGGTGTATTCAACGCCCAGTCGTCGGTTGGAGAGCAGGCAGTTGAG

ACTGAAGGTGCTAAAGGTGTATTCAACGCCCAGTCGTCGGTTGGAGAGCAGGCAGTTGAG

il 500 >
IATATAGATGGATGACCCATCATTTCTCGCAGG-ERSY 924
IATATAGATGGATGACCCATCATTTCTCGCAGG-ERSY P24
IATATAGATGGATGACCCATCATTTCTCGCAGG 78

z 31
[ TGACCCATCATTTCTCGCAGG)E 21
IATATAAATGGATGACCCATCATTTCTCGCAGG-ERSY 2]

ATATAGATGGATGACCCATCATTTCTCGCAGG
—

Alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos (512 pb do
fragmento de 852 pb) do Grapevine virus D (GVD), isolados Dolc e Garg (JQ031715,
JQO031716, respectivamente) com o isolado italiano (Y07764),
oligonucleotideos e sonda, usados na RT-PCR em tempo real, e da sequéncia do
fragmento de 78 pb (isolado Dolc) originado desta reagéo. “TAG” sublinhado: codon

de parada do gene CP.
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gacgcagggatgtaccttaggacgctcttcgggtacatagctctggtgggtactagtaag

MY L R T L F G Y I AL V G T S K
aaggcgcagcattatggggaagttgatatcataggaccaaaggctaataggattaatgta
K A Q H Y E v D 1 1 G P K A N I N V
gactctagaggtagaataaacataagcgagaaggtggcgagtataatggctctcagcagg
b S R 6GR I N1 S E KV AS 1T M AL SR
gcagtgagcgagggaccgttggtgggagcaactctgaggcaggtgtgtgaaccgttcgca
AV S E G P L V GATULIRQV CE P F A
caggaagcttacgagatgctggctaagatggctgaaatgggactgtactctcaattggct
Q E A Y E ML AKMAEMGTULY S Q L A
cgtaagatggcgaggcttggcaacaaggaacctcaagtgatgtttgactttgcgtccggt

M L N K E P Q V M F F A S
ctggatataagtcgtttgacattgcaagaggcaactgttattcaggctatgcattctcgc
L b1 S R L TULQEA ATV I Q A MH S R
ctctttcgtactgaaggtgctaaaggagtattcaacgcccaatcgtcggttggagagcag
L F R TEGAI KT GV FNA AU QS SV E Q
gcagttgagatatag;;ggatgacccatcatttctcgcaggtaggagtagttatgctaag
AV E 1 * M D DP S F L A GR S S Y A K
aagcgtagggctaagcgtatgaacgtatgtaagtgtggtgctatattgcacaataatcct
K R R A K R M NV C K C G A I L H N NP
gactgtaggaagaaagccatttccgggcacaagattgacaggttagagttcgtgaaacgg
D C R K K A1 S G H K 1 D L E F V K
ggaagagtaaccctctcgggtgagactcccgtctatcggacttggattaaatgggtcgag
G RV TL S G E TP VY RTW I KWV E
tgtgcgtacggtatagtggtggatccttctgacgtgtcagaggtagaataaatcaataaa
C AY G I V V P S DV S E V E *
taaagagtaagaagcgcgcgatagtggagctaacttaaagtgtgaagcgagcgcaatttc
cataagtagagg

Figura 25 - Sequéncias de nucleotideos (linha superior) e de aminoacidos deduzidos
(linha inferior) para os genes completos da proteina capsidial (486 pb) (start e stop
codons em negrito) e da proteina de ligagdo ao RNA (RNA binding protein) (276 pb)
(start e stop codons sublinhados) do Grapevine virus D (GVD), obtidas a partir da cv.
Dolcetto. Codigo do acesso no GenBank: JQ031715.

A indexagdo dos 37 acessos de videira, mantidos em casa de vegetagao,
provenientes de campo experimental e de mudas importadas (Quadro 18), também
foi realizada para o GVD por meio de RT-PCR em tempo real, conforme descrito
anteriormente para GFkV e GLRaV-5, e com os oligonucleotideos e sonda descritos
por Osman e Rowhani (2008) (Quadro 6). Foi possivel detectar, de maneira sensivel
e precisa, 20 plantas infectadas com o GVD (Quadro 18), comprovando a
capacidade desta técnica em permitir a detecgao de diferentes isolados deste virus,
amparada na constatagéo realizada de existéncia de baixa variabilidade entre os
isolados de GVD estudados.

Este trabalho constitui o primeiro relato de Grapevine virus D (GVD)

infectando videiras no Brasil.

4.6.4. Grapevine virus A (GVA)

Este estudo foi conduzido na tentativa de elucidar os resultados,
parcialmente negativos, obtidos na reacédo triplex de RT-PCR em tempo real (item
4.4). Considerando-se que os outros oligonucleotideos e sondas, marcadas com 6-
FAM e VIC, promoveram eficientemente a detecgdo viral em reacéo duplex (item

4.3), este estudo foi direcionado para a formacao da reacéo triplex, ou seja, para a
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amplificagcdo de um fragmento de 106 pb de GVA, e a sonda de GVA (NED-MGB-
NFQ) (Quadro 6). Na figura 20B, observa-se o resultado da amplificagcdo por RT-
PCR “convencional” do fragmento de 106 pb de GVA com os oligonucleotideos
degenerados (4528F/4633R) (Quadro 6). Dois clones de cDNA foram sequenciados
e a sequéncia obtida foi alinhada (Figura 28) e comparada (Quadro 19) com outros
12 isolados homologos de GVA, depositados no banco de dados GenBank do NCBI.

Analisando o alinhamento da sequéncia do fragmento de 106 pb do GVA,
isolado proveniente da cv. Italia (Figura 28) poder-se-ia inferir a respeito da
dificuldade de otimizagcdo da reagdo triplex com estes oligonucleotideos
(4528F/4633R) e a sonda (GVA/NED-MGB-NFQ) utilizados. Tanto estes
oligonucleotideos, quanto esta sonda para GVA, apresentam posi¢des degeneradas
em relagdo as bases nucleotidicas (Figura 28). Em relagdo aos oligonucleotideos
viral (4528F), complementar (4633R) e a sonda (GVA-Trip), verificaram-se trés, duas
e duas posi¢cbes degeneradas, respectivamente (Figura 28). Isto tem implicacéo na
especificidade e na amplitude de isolados de GVA passiveis de serem detectados.
Com base no alinhamento multiplo apresentado na Figura 28, é possivel a
conversdo dos oligonucleotideos e sonda degenerados em oligonucleotideos e
sondas especificos, para a amplificacdo de determinado isolado ou grupo de
isolados de GVA. Possivelmente esta agregacdo de especificidade permitiria a
otimizagdo da reacdo triplex, baseada nestes novos oligonucleotideos e sonda

desenhados para GVA e marcados com o fluoréforo NED.

* 20 * 40 * 60

(c)ViEune] Kol YL RTLFGY IALVGTSKKAQHYGEVDl| 1 GPKANRIENVDSRGR IN I SEKVASEMAL SRAV SE G-y
(VD Eer-T do R\ Y L RTLFGY 1 ALVGTSKKAQHYGEVDE 1 GPKANRENVDSRGR IN I SEKVASEMALSRAV SE G sy
YO7764 : I 62

MYLRTLFGYITALVGTSkKAQHYGeVD i I1GPKaNRiNVDSRGr INISEKVASiMALSRAVSEG

* 80 * 100 * 120

(€)VIEnle] Foum-lP | \/GATLRQVCEPFAQEAYEMLAKMAEMGLYSQLARKMARLGNKEPQVMFDFASGLD I SRLT e}
[eAhEier-T do Rl | \VGATLRQVICEPFAQEAYEMLAKMAEMGLY SQLARKMARLGNKEPQVMFDFASGLD I SRLT [ ey
YO7764 P VGATLRQUCEPFAQEAYEMLAKMAEMGLYSQLARKMARLGNKEPQVMFDFASGLD I SRL T [ e

PLVGATLRQvCEPFAQEAYEMLAKMAEMGLYSQLARKMARLGNKEPQVMFDFASGLDISRLT

* 140 * 160

GVD-Dolc : [NIINMIINEEINESNNSTYEOV VNSRSV \VIS] - 161
[CAVDEICE-T go Rl OEATV I QAMHSRLFRTEGAKGVFNAQSSVGEQAVE | ey
YO7764 Sl OEATVIQAMHSRLFRTEGAKGVFENAQSSVGEQAVE | xR

LQEATVIQAMHSRLFRTEGAKGVFNAQSSVGEQAVEI

Figura 26 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos deduzidos do gene
completo (486 pb) da proteina capsidial do Grapevine virus D (GVD), isolados Dolc e
Garg, com o isolado italiano (YO07764), unica sequéncia homologa disponivel no
banco de dados GenBank.
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* 20 * 40 * 60

[c)VioEn]e] Kol DD P SFLAGRSSYAKKRRAKRMNVCKCGA I LHNNPDCRKKA 1 SGHKIIDRLEFVKRGRVTLSGE -]
[CAYDEer-T o Bl DDP SFLAGRSSYAKKRRAKRMNVCKCGA I LHNNPDCRKKA I SGHKl{[DRLEFVKRGRVTL SGE J-leX]
YO7764 \VIDDPSFLAGRSSYAKKRRAKRMNVCKCGA I LHNNPDCRKKA I SGHK[EDRLEFVKRGRVTL SGE J-ileK]

MDDPSFLAGRSSYAKKRRAKRMNVCKCGA I LHNNPDCRKKA I SGHKi1DRLEFVKRGRVTLSGE

GVD-Dolc : UG NNEYNESINWN RS VEETE - 91
GVD-Garg : LRAGIR Sle yged BAYD R =SS - 91
YO7764 S TPVYRTWYRIWVECIEYG 1 VVI\IPSDES|D=E ek

TPVYRTWikWVECaYGIVVdPSDeSevE

Figura 27 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos deduzidos do gene
completo (276 pb) da proteina de ligacdo ao RNA ("RNA binding protein") do
Grapevine virus D (GVD), isolados Dolc e Garg, com o isolado italiano (Y07764),
unica sequéncia homologa disponivel no banco de dados GenBank.

* 20 * 40 * 6
ANOLCoJ ol (TN C A TCACABGATGAGAABG TGCT®GACT TGGAGGTAGAAGTECTTCGCTTCTTIHCTAT GG REEENSE]
cvaaszer - RGN - o A %
GVA-Trip : : 3
GVA4633R : : -
X75433 HGATCACAAGACGAGAAAGTGCTEBGACTTGGAGGTEGAGGTERTECGCTTCTTICTATGG .Y
DQ855083 HGATCACABGATGAGAABGTGIRITAGATCTGGAGGTEGAGGTGCTACGITTCTTCCTET GG --_-ste]
DQ855082 S GATCACAAGATGAGAAGGTGIRTAGATCTGGAAGTEGGAGGTGCTACGETTCTTCCTET GG -_-s]e]
DQ855081 HGATCACABGACGAGAAAGTGCTAGATCTGGAAGTAGAGGTGIRITEGCGITTCTTICTET GG -t
DQ855087 HGATCACAGGACGAGAAAGTGIITEBGATCTGGAAGTEBGAGGTGITACGETTCTTIECTET GG S]]
AY676324 HGATCACAAGACGAGAAAGTGCTEBGABTTGGAGGTEGAGGTERTEGCGCTTCTTICTATGG .Y
AY676326 HGATCIICAAGATGAGAAAGTGCTAGATCTAGAGGTAGAAGTGCTTCGCTTCTTCCTATGG ST
AY244516 HGATCIECAAGATGAGAAAGTGCTAGATCTAGAGGTAGAAGTGCTTCGCTTCTTCCTAT GG SIS
AF007415 HGATCIECAAGATGAGAAAGTGCTAGATCTAGAGGTAGAAGTGCTTCGCTTCTTCCTATGG ST
AY676325 HGATCIFCAAGATGAGAAAGTGCTAGATCTAGAGGTAGAAGTGCTTCGCTTCTTCCTAT GG S]]
DQ855088 HGATCOCAAGABGAGAABATRCTBGATRATGGAGATAGAGGTGCT@AGATTCTTHCTET GG -]
DQ787959 : : 59
GATCACAAGATGAGAAAGTGCTAGATCTGGAGGTAGAGGTGCTTCGCTTCTTCCTATGG
0 * 80 * 100
106bp-tese 106
GVA4528F -
GVA-Trip : 14
GVA4633R B GAGCTYAARCTGATGATGGG 20
X75433 HCCCGAAGATTTAATCAGGGAGTACGAGGAGCTFAABCTGATGATGGG 106
DQ855083 CCAGAGGATTTGATAAGAGAGTANGAGGAACTCAAGCTEATGATGGG 106
DQ855082 CCLIGAGGABTTGATAAGAGAGTACGAGGAGCTCAAGCTGATGATGGG 106
DQ855081 CCIAGAGGATTTGATCAGGGAGTACGAGGAGCTCAAACTAATGATGGG 106
DQ855087 CCGGAGGATTTGATCAGGGAGTAMGAGGAGCTCAAATGATGATGGG 106
AY676324 CCEGARGATTTAATCAGGGAGTACGAGGAGCTIAABCTGATGATGGG 106
AY676326 CCGGAGGATTTAATCAGGGAGTACGAGGAGCTFAAACTGATGATGGG 106
AY244516 CCGGAGGATTTAATCAGGGAGTACGAGGAGCTFAAACTGATGATGGG 106
AF007415 CCGGAGGATTTAATCAGGGAGTACGAGGAGCTIIAAACTGATGATGGG 106
AY676325 CCGGAGGATTTAGTCAGGGAGTACGAGGAGCTFAAACTGATGATGGG 106
DQ855088 CCEBGAGGABATGATACAGGAGTACGARACGCTCAAACTGATGATGGG 106
DQ787959 CCLIGAGGAAATGATACAGGAGTATGAAACTICTCAAACTGATGATGGG 106

CCGGAGGATTTGATCAGGGAGTACGAGGAGCTCAAACTGATGATGGG

Figura 28 - Alinhamento multiplo da sequéncia parcial de nucleotideos do gene da
replicase (106 pb) do Grapevine virus A (GVA), isolado da cv. Italia (Pirovano 65),
com outros doze isolados homodlogos desta mesma espécie viral, além das
sequéncias de oligonucleotideos e da sonda empregadas na reagdo de RT-PCR em
tempo real e na obtengao deste fragmento (106 pb-GVA).
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A identidade de nucleotideos, da sequéncia de 106 pb do GVA, em relagao
a outros isolados homologos, depositados no GenBank, variou de 78,1% (com um
isolado sul-africano de videira P163-1) até 88,7% (com trés isolados chileno e
israelenses) (Quadro 19). Isto demonstra uma expressiva variabilidade nesta regido

genbmica do GVA.

Quadro 19 - Identidades de nucleotideos dos genes incompletos da replicase (60 pb)
e da proteina HSP70 (145 pb) do GLRaV-1 e da replicase do GVA (fragmento de
106 pb), caracterizados neste trabalho, com outros isolados depositados em banco

de dados GenBank do NCBI

_Vlrus Isolado % identidade , . Cddigo Genbank
(isolado . ; Pais Hospedeira
local) (estrangeiro)  de nucleotideos (nt)
GLRaV-1 CN 308-1 98,3 Italia Vitis vinifera GuU812894
(60 pb) (59/60)
(isol. PS) wWC 93,1 Africa do Sul Videira EF103901
(54/58)
. 76,6 Australia Videira AF195822
(46/60)
GLRaV-1 WC 95,8 Africa do Sul Videira EF103901
(145 pb) (139/145)
(isol. PS) . 93,7 EUA Vitis vinifera EF195136
(136/145)
o 92,9 Australia Videira AF195822
(132/142)
GVA SA646 88,7 (Chile) Videira AY676326
(106 pb) (95/107)
(isol. GVA- . 88,7 Israel . AY244516
RS) (95/107)
PA3 88,7 Israel . AF007415
(95/107)
Bio 87,9 Chile Videira AY676325
(95/108)
SA36 86,9 (Chile) Videira AY676324
(93/107)
Is151 86,9 Italia Nicotiana X75433
(93/107) benthamiana
BMo32-1 86,1 Africa do Sul  Videira cv. Merlot DQ855087
(93/108)
GTR1SD-1 86,1 Africa do Sul  Videira cv. Shiraz DQ855081
(93/108)
KWVMo4-1 84,1 Africa do Sul  Videira cv.Merlot DQ855083
(90/107)
P163-M5 82,2 Africa do Sul Videira cv. DQ855082
(88/107) Cinsaut Blanc
GTR1-1 78,8 Africa do Sul  Videira cv. Shiraz DQ787959
(86/109)
P163-1 78,1 Africa do Sul Videira cv. DQ855088

(86/110)

Cinsaut Blanc

(....) Pais de origem da submissdo do acesso no GenBank,

nucleotideos (nt) idénticos em relagéo ao numero total de nt.
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A diversidade genética do GVA tem sido bastante estudada nos ultimos
anos. Em vinhedos sul-africanos, foi observada ampla heterogeneidade genética do
GVA. Trés diferentes grupos moleculares (I, Il e Ill) foram definidos com base no
polimorfismo conformacional de fita unica (SSCP) (Goszczynski e Jooste, 2002). Em
outro estudo, realizado com videiras da lItalia, houve a confirmacdo da alta
diversidade genética do GVA, com a identificacdo de um quarto grupo tentativo
(Murolo et al., 2008).

4.6.5. Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1)

Em relagdo aos resultados obtidos para o GLRaV-1, foram testados, por
meio de RT-PCR em tempo real (TagMan), dois diferentes conjuntos de
oligonucleotideos e sondas, sendo um deles direcionado para o gene HSP70
(Osman et al., 2007) e o outro para o gene da polimerase de RNA dependente de
RNA (Pacifico et al., 2011) (Quadro 6). Porém, mesmo apos varias tentativas de
otimizagcdo destas reacdes, os resultados para a deteccdo do GLRaV-1 foram
inconsistentes, conforme ilustrado na Figura 8J, onde € possivel observar curvas
com o tragado em “zig-zag”.

Um fragmento de DNA com 60 pb, contendo o gene incompleto da
polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp), foi amplificado por RT-PCR
convencional (Figura 200), utilizando-se 0s oligonucleotideos
Ppoly167F/Ppoly206R, descritos por Pacifico et al. (2011) (Quadro 6). Um outro
fragmento de DNA com 145 pb, contendo o gene incompleto da HSP70, também foi
amplificado por RT-PCR convencional (Figura 20C), com os oligonucleotideos
HSP70-149F/HSP70-293R, descritos por Osman et al. (2007) (Quadro 6). Ambos os
fragmentos foram clonados e dois clones de cada foram sequenciados, com o intuito
de tentar elucidar os resultados negativos obtidos em relagdo a detecgdo do GLRaV-
1 (item 4.2). Foi realizado o alinhamento multiplo da sequéncia obtida (60 pb), dos
oligonucleotideos Ppoly167F/Ppoly206R e da sonda definida por Pacifico et al.
(2011), além da regido homologa de trés isolados do GLRaV-1 (Figura 29).

Da mesma maneira, realizou-se o alinhamento multiplo da sequéncia obtida
(145 pb), dos oligonucleotideos HSP70-149F/HSP70-293R, da sonda definida por
Osman et al. (2007) e da regiao homodloga de outros trés isolados de GLRaV-1
(Figura 30).
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A partir do alinhamento realizado com o fragmento de 60 pb (Figura 29)
verificou-se uma divergéncia de nucleotideos (C—A), na posicao 26, considerando-
se a sequéncia da sonda (LR1-190P) e a sequéncia do isolado brasileiro.
Curiosamente, verificou-se a mesma divergéncia entre outros dois isolados de
GLRaV-1 (EF103901 e AF195822), porém de C—T.

(S0l o] o By K=ET-BIC TGACCCTATCGCTGCTACTGAGCTAGCCAGCTTGTTTTTTGATACCTGGGTTGATGGGARM
LR1-167F : [eqfereioiegy-yyeicieqycioqp \egyeri

(I3 o ————————————— CTCGCCAGCTTGT T 1| S - 15

LR1-206R I === ——mmmm oo TTGATACCTGGGT TGATGGGAEEPN!
(e{UF: 2TV C TGACCCTATCGCTGCTACTGAGCTCGCCAGCTTGTTTTTTGATACCTGGGTTGATGGGANENS
STkl IO M CBGACCCTATCGCTGCTACAGAGCTTGCCAGCTTGTTTTTTGABACCTGGG TRGATGGCAREAY
NSV I CCG AICCAGTBGCTGCBBC TGABRCTTGCCAGRTTGTTTTTEAATACHTGGGT TGATGGHANENEY

CTGACCCTATCGCTGCTACTGAGCTYGCCAGCTTGTTTTTTGATACCTGGGTTGATGGGA

Figura 29 - Alinhamento multiplo da sequéncia de nucleotideos do gene incompleto
(60 pb) da polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp) do Grapevine leafroll-
associated virus 1 (GLRaV-1), isolado da cv. Petit Syrah, com as sequéncias de
oligonucleotideos e sonda, além da regido homodloga de outros trés isolados desta
espécie viral depositados no banco de dados GenBank.

No alinhamento realizado entre o fragmento de 145 pb (Figura 30) e a
respectiva sonda (HSP70-225P), foram verificadas duas divergéncias: na posicao 87
(T—A) e na posicado 90 (G—A). Coincidentemente, os isolados AF195822 e
EF103901 também apresentam divergéncia (T—A), na posi¢céo 87; ja na posigao 90,
o isolado AF195822 apresenta a mesma divergéncia de (G—A) (Figura 30).

Considerando-se a identidade de 100% entre as sequéncias obtidas e seus
respectivos oligonucleotideos (Figuras 29 e 30); as falhas na detecgdo do GLRaV-1,
por RT-PCR em tempo real, poderiam ser atribuidas as homologias parciais das
duas sondas que foram utilizadas. Especialmente para os virus de RNA, ensaios
baseados em sondas (a exemplo da RT-PCR em tempo real TagMan) podem falhar
em reconhecer todas as variantes (isolados, estirpes, subgrupos ou quasi-espécies)
de virus, em particular, se a mutacdo ocorrer dentro do sitio de pareamento da
sonda, impedindo-se, assim, o pareamento da sonda e resultando em falso-negativo
(James et al., 2006).

As duas sequéncias obtidas, para o GLRaV-1, isolado local, foram comparadas com

sequéncias homologas de outros trés isolados “estrangeiros”, disponiveis no banco de
dados GenBank do NCBI (Quadro 19). As identidades de nucleotideos, das duas

sequéncias obtidas para o isolado local de GLRaV-1, foram maiores com o isolado
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italiano CN308-1 (GU812894) (98,3%) e com o isolado sul-africano WC (EF103901)
(95,8%), considerando-se os fragmentos de 60 pb e 145 pb, respectivamente (Quadro
19). O insucesso na detecgdo do GLRaV-1, por meio de RT-PCR em tempo real,
possivelmente, também, seria reflexo da alta variabilidade verificada entre isolados de
GLRaV-1, conforme anteriormente relatado por outros autores (Little et al., 2001; Fajardo
et al., 2005; Fajardo et al., 2011; Kominek et al., 2005; Karthikeyan et al., 2011; Alabi et
al., 2011).

145bp-tese : 59
HSP70-149F : 22
HSP70-225P : -
HSP70-293R & == === — o oo e e

AF195822 ACIETGGATGAAIRGAGATCGCTTTTAAGGGTACGGACTACAGACCATCTAACGAAAGGAA ; 59
EF103901 HACCTGGTTGAACGAGATCGCTTTTAAGGGGACAGACTACAGACCGTCTAACGAAAGGAA IEESTE]
EF195136 HMIACCTGGTTGAACGAGATCGCTTTTAAAGGTACGGACTACAGACCGTCTAAGAAAGGAAEEESTC]

ACCTGGTTGAACGAGATCGCTTTTAAGGGKACGGACTACAGACCGTCTAACGAAAGGAA

0 * 80 * 100 * 1
DL B TYE G AGTGATAAAGT TAAATACGAGATATCAGTAGACGGAAAATTGAGACTGAGCGTCGAT GRS
HSP70-149F © — oo oo oo oo oo SCIITETEE S - -
HSP70-225P : ———————mmmmmmo - 20
HSP70-293R I === - — o oo oo :

AF195822 MGAATGATAAAGTTAAATACGARATATCAGTAGACGGAAAGTTGAAACTAAGCGTCGATG ; 118
EF103901 MGAATGATAAAGTTAAATACGAGATATCAGTGGACGGAAAATTGAGACTGAGCGTCGAT G ik:]
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EF195136 : AGAATTGAAGAACACCCGTTTAC-ENFES)
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Figura 30 - Alinhamento multiplo da sequéncia de nucleotideos do gene incompleto
(145 pb) da proteina HSP70 do Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1),
isolado da cv. Petit Syrah, com as sequéncias de oligonucleotideos e sonda, além da
regido homologa de outros trés isolados desta espécie viral depositados no banco de
dados GenBank.

Kominek et al. (2005) analisaram a diversidade genética entre oito isolados
de GLRaV-1, provenientes de videiras da Republica Checa e da Eslovaquia, e
estabeleceram a existéncia de dois grupos de isolados, com divergéncia genética de
13,9%. Alabi et al. (2011) detectaram alta variabilidade intra e intergrupos entre os
isolados de GLRaV-1 incluidos no estudo. Da mesma forma, Karthikeyan et al.
(2011) determinaram existir alta variabilidade (80% de identidade de nucleotideos)

entre isolados de GLRaV-1 provenientes de cultivares ornamentais de videira, e
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sequéncias de nucleotideos de outros isolados de GLRaV-1, disponiveis no banco
de dados GenBank. Todos estes resultados corroboram a proposicdo de que o
GLRaV-1 existe na forma de uma populacdo heterogénea, caracterizada pela
mistura de estirpes destes virus, e, possivelmente, resultante da falta de presséao
seletiva, em consequéncia das praticas viticolas de propagacédo vegetativa e de
enxertia (Little et al., 2001).
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5. CONCLUSOES

A RT-PCR em tempo real (TagMan) € uma importante ferramenta na
indexacédo de materiais propagativos de videira, capaz de detectar, eficientemente,
diferentes espécies e isolados virais. A caracterizagdo molecular de isolados locais
contribuiu no sentido de apoiar a definigdo dos oligonucleotideos e das sondas
visando maior eficiéncia desta técnica. A implementacéo da técnica de deteccao por
RT-PCR em tempo real (TagMan), apoiada na caracterizagdo molecular de isolados
virais divergentes, contribui para incrementar a sensibilidade e a especificidade do

diagnostico viral.
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