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RESUMO

A videira (Vitis spp), por ser propagada vegetativamente, facilitesaetninacao dos virus. O
objetivo do Capitulo | foi identificar e caractearanolecularmente os virus presentes em dois
vinhedos antigos: um da cv. Cabernet Sauvignon (@8 vinifera) de 1995 e outro da cv.
Isabel Y. labrusca) de 1971 além de detectar sorologicamente taikdes. Foram
amplificados, por RT-PCR, fragmentos que compremngenes virais completos ou parciais,
utilizando-se 17 pares de oligonucleotideos eSpesifpara a deteccdo dos seguintes virus:
Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D (GVD), Grapevine
fleck virus (GFkV), Grapevine fanleaf virus (GFLV), Arabis mosaic virus (ArMV), Grapevine
chrome mosaic virus (GCMV), Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV),Grapevine
leafroll-associated virus 1 a4 (GLRaV-1 a -4), além de oligonucleotideos degedesaara a
familia Betaflexiviridae e 0os género€losterovirus, Trichovirus e Vitivirus. Pelo menos um
fragmento amplificado, para cada par de oligondideos, foi clonado e sequenciado,
identificando-se sete isolados de RSPaV, trés deaGt2 e dois de GLRaV-3. As sequéncias
obtidas e depositadas no GenBank apresentaramidiaées superiores a 90% com o0s
respectivos isolados virais do GenBank. Também G¥B e GLRaV-3 foram detectados
via RT-PCR, em trés de cinco amostras de cochangbéetadas em vinhedos de Caxias do
Sul (RS) e Petrolina (PE). A variabilidade genéticaRSPaV e a indisponibilidade de anti-
soro comercial tém dificultado a deteccdo destesvém videiras. No Capitulo Il o objetivo
foi produzir anti-soro policlonal utilizando a pedta capsidial (CP) recombinante do RSPaV.
O gene completo da CP deste virus foi previamemigificado, clonado e sequenciado e,
posteriormente subclonado em vetor de expressag piBSsendo o plasmideo recombinante
utilizado para a expressao drscherichia coli BL21:DE3. O rendimento foi de 17,35 pg de
CP do RSPaV expressa por ml de cultura, sendzadihs 2,55 mg para a imunizacdo do
coelho. O anti-soro produzido apresentou uma cdraagio de 1939g de IgG/ml, foi capaz
de reconhecer a proteina recombinante Western blot e detectar o RSPaV em tecidos
infectados de videira em ELISA indireto. De formeral, os virus sdo capazes de induzir
desordens na célula vegetal que incluem alterdofessintéticas e metabdlicas, refletindo na
qualidade da uva. No Capitulo lll estudaram-se lesag0es fisiolégicas e da qualidade
enoldgica da uva produzida em videiras infectadas os virus GLRaV-2 e RSPaV. Foram
determinados nas folhas: potencial fotossintétiborofilas total & e b), aglcares sollveis

totais e amido. Quanto as variaveis de qualidadeudg foram observadas diferencas
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significativas, em favor das uvas de plantas sadias 5 das 6 variaveis. Uvas sadias
apresentaram 2,53 (C. Franc, CF) e 2,72 (CS) °Brmmais do que as infectadas. Para as
variaveis relacionadas as alteracdes fisiolégicaani observadas diferencas significativas,
em favor das folhas sadias ou assintomaticas, pase todas variaveis analisadas, sendo a
fotossintese de saturacdo 2,9 (CF) e 2,25 (CSkwagaerior em plantas sadias. Estes virus
podem comprometer a produtividade e a qualidageatiucéo destas cultivares.

Palavras-chave Vitis, diagnose, variabilidade, sorologia, qualidadeda

ABSTRACT

The grapevine\(itis spp.) being vegetatively propagated facilitates ghread of viruses. In
general, viruses are able to induce disorders amtptells including photosynthesis and
metabolic changes, causing alterations in grapditgudhe purpose of Chapter | was to
identify and molecularly characterize the virusegspnt in vector mealybugs in two
establised vineyards (Rio Grande do Sul, Brazifje @f cv. Cabernet Sauvignowiiis
vinifera), cultivated since 1995, and the of cv. Isabéll@brusca), cultivated since 1971.
Plants were checked serologically for six virusetedted. Fragments that comprise complete
or partial viral genes were amplified by RT-PCRngsil7 pairs of specific primers for
detection of the following virusesarapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB),
Grapevine virus D (GVD), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine fanleaf virus (GFLV),
Arabis mosaic virus (ArMV), Grapevine chrome mosaic virus (GCMV), Rupestris stem
pitting-associated virus (RSPaV) andsrapevine leafroll-associated virus 1-4 (GLRaV-1 to -
4). Degenerate primers were used for detectio@lo$terovirus, Trichovirus and Vitivirus
genera andetaflexiviridae family. For each primer pair at least one amplie@s cloned and
sequenced, identifying seven isolates of RSPa\égetisolates of GLRaV-2 and two isolates
of GLRaV-3. The obtained sequences (submitted t0B@rk) showed identities higher than
90% with the homologous viral isolates from the Bank. GVA, GVB and GLRaV-3 were
detected in three of five samples of mealybugsect#ld in Caxias do Sul (RS) and Petrolina
(PE) vineyards. High genetic variability of RSPawvidaunavailability of commercial
antiserum have impaired the detection of this virugrapevines. In Chapter Il the objective
was to produce polyclonal antiserum against themdxnant coat protein (CP) of RSPaV.

The complete CP gene of this virus was amplifiddned, sequenced and subcloned into
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expression vector pRSET-B, and the recombinantnpthsvas used for expression in
Escherichia coli cells (strain BL21:DE3). The yield of RSPaV CPpressed per ml of
culture, was 17.35 pg for rabbit immunization 2r6§ were used. The antiserum showed a
concentration of 1939g IgG/ml which was able to recognize the recombir@otein in
Western blot and detect RSPaV in grapevine infedieslies using the indirect ELISA
technique. In Chapter Ill physiological alteratiasfsplant and enological quality changes of
the grapes from infected grapevines GLRaV-2 anda¥SiRfected were studied. For these
evaluations the photosynthetic potential, totabotphyll @ andb), total soluble sugars and
starch were determined in leaves. Healthy or asymatic leaves showed favourable values
for almost all characteristics. The saturation phghthesis was 2.9 (C. Franc) and 2.25 (C.
Sauvignon) times higher in healthy than in infeaieaipevines. Considering the grape quality
significant differences between grapes from infecd®d non-infected grapevine were also
observed in five from six characteristics studiddalthy grapes showed 17.88 (cv. C. Franc)
and 16.10 (cv. C. SauvignorfBrix values while infected showed 15.35 and 13.38,
respectively. Therefore, these viruses can dantageroductivity and quality production of

these grape cultivars.

Key-words: Vitis, diagnosis, variability, serology, quality of gesp
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 A cultura da videira e a importancia das viroses ndrasil

A videira pertence a famili¥itaceae e ao génerdvitis, o qual possui inUmeras
espécies, destacando-s¥itas vinifera L., conhecida como produtora de uvas finas, dgeari
européia e avitis labrusca L., conhecida como produtora de uvas rusticasonigem
americana e que predominam no Brasil (TEIXEIRA let 2002; ROBERTO et al., 2008;
GIOVANNINI, 2008; CORREA et al., 2008).

Conforme o “Panorama 2009” da vitivinicultura blaisa (EMBRAPA, 2010a), a area
cultivada com vinhedos no Brasil em 2009 foi d&82.hectares, com producéo de 1.345.719
toneladas, sendo 678.169 toneladas destinadagppar@ssamento e 667.550 toneladas para
consumo in natura. A viticultura no Brasil estad @amtrada principalmente nos Estados das
Regides Sul, Sudeste e Nordeste, onde se destaxamaiores produtores nacionais, em
ordem decrescente de area cultivada: Rio Grand8utloSado Paulo, Pernambuco, Parana,
Bahia, Santa Catarina e Minas Gerais. Além destasjltura da videira também tem se
expandido para outras regifes nao tradicionai®mpbo de areas situadas no Mato Grosso do
Sul, Goias, Espirito Santo e Ceard (EMBRAPA, 2010a)

O Brasil nos ultimos anos tem demonstrado bom deseho na producédo de uvas,
seja para consumo in natura ou para processaméotdudo, a ocorréncia de doencas é
sempre mencionada como uma das ameacas ao séqrpde ocasionar danos significativos
a producgdo e elevar os custos da mesma. Dentratdégemos da videira, 0s virus merecem
destaque devido aos danos que podem causar, poceEsudtar na inviabilidade econémica
desta atividade. Assim, € de fundamental imporgarwi conhecimento dos principais
fitopatbgenos associados a esta cultura, princgaten das viroses. Em determinadas
cultivares e porta-enxertos, por ndo produzirentosias visualmente perceptiveis ou
facilmente distinguiveis, as viroses podem passspe&lcebidas, havendo maior probabilidade
de que sejam propagados indefinidamente, o quétasauem maior grau de infeccdo dos
materiais propagativos (FAJARDO et al., 2003a; MARTI & BOUDON-PADIEU, 2006).

No Brasil, as viroses ocorrem em todas as regifigohas e a incidéncia na maioria
das cultivares americanas e principalmente nadevas é considerada alta. Dentre os

prejuizos causados citam-se reducdo na produtivigada qualidade das uvas, reducao da



vida util do vinhedo e, dependendo da severidadenféacdo, pode causar perda total da
producéo, ou até a morte da planta (BRAR et ai82CABALEIRO et al., 1999).

Até o momento, ja foram relatadas no mundo peloosn&0 espécies virais na cultura
da videira, embora nem todas se destaquem em aévehportancia (MARTELLI, 2009;
MONIS et al.,, 2010). No Brasil, dez destes virugogam detectadosGrapevine leafroll-
associated virus (GLRaV-1, -2, -3, -5 e -6)Grapevine virus A e B (GVA e GVB), Rupestris
stem pitting-associated virus (RSPaV),Grapevine fleck virus (GFkV) e Grapevine fanleaf
virus (GFLV) (FAJARDO et al., 2003a). As viroses quedsstacam pelas maiores incidéncia
e importancia econdmica sao o enrolamento da {@h#&aV-1, -2 e -3) e o lenho rugoso da
videira, complexo formado por quatro viroses, daldazem parte o intumescimento dos
ramos (GVB), acanaladura do lenho de Kober (GVAneturas do tronco de Rupestris
(RSPaV) e acanaladura do lenho de LN33 (virus edmsmido) (KUNIYUKI et al., 2002;
MOREIRA et al., 2004).

A videira, por ser propagada vegetativamente, ifacd disseminagéo e favorece o
aparecimento de doencas complexas, pelo acumutlifefentes espécies/estirpes virais em
uma mesma planta (MONIS, 2008; MARTELLI, 2009). Neempre despertam a atencéo dos
viticultores, talvez pelo desconhecimento de sméosiatologia, a qual pode também ser
confundida visualmente, por exemplo, com defici@nchutricionais ou até com outros
fitopatégenos (GARRIDO et al., 2008). Dependendocdmbinacdo entre a cultivar e a
espécie viral, os primeiros sintomas caracteristommerdo ser perceptiveis somente apos 2 ou
3 anos da infeccédo (FAJARDO et al., 2003a).

As plantas afetadas apresentam sintomas que vagamas condi¢cdes climéticas,
estadio fenoldgico da planta, fertilidade do sastirpe viral e com a cultivar da videira
(CHARLES et al., 2006). Os sintomas das virosegmolamento das folhas e do complexo
rugoso, por exemplo, podem ser percebidos em atdvsensiveis (viniferas), principalmente
no final do ciclo vegetativo (CABALEIRO & SEGURAQR6) e, em plantas muito afetadas,
0s sintomas podem comecar a se pronunciar a garfioracdo. Porém, o mais comum é na
época proxima a maturacao da uva ou ao final do eegetativo (CREDI & BABINI, 1997).

Até 0 momento o Unico controle viavel a campo éilzacdo de mudas ou material
propagativo proveniente de plantas matrizes sgtlias de virus). Uma vez que a planta
esteja infectada no campo, é impossivel cura-la métodos tradicionais como aqueles
utilizados para outros patdégenos (bactérias, fungtey (ANDRET-LINK et al., 2004). A

partir de uma planta infectada, somente pela adde&agcnicas laboratoriais (ex. cultura de



tecidos, termoterapia, quimioterapia) é possivabtencao e regeneracdo de plantas livres de
viroses (LAIMER et al., 2009; VALAT et al., 2003A8AMI et al., 2010).

Além da disseminacéo por meio do material propagati GFLV € disseminando por
nematoides do génekophinema e as espécies do géndwmpelovirus (GLRaV-1 e -3, -5, -9)

e Vitivirus (GVA e GVB) sdo também disseminados de maneiraipsesistente por
cochonilhas algodonosas (Familia Pseudococcidde)aarapaca (Familia Coccidae) (Tabela
3). De maneira geral, neste tipo de transmiss&aus € adquirido pelos insetos quando estes
se alimentam em planta infectada (LIMA, 2009).

Desta forma a recomendacdo ao viticultor é queiz@tiimaterial propagativo
certificado, que apresente garantia de sanidaém dé se fazer monitoramento e o controle
destes insetos vetores (EMBRAPA, 2010b).

Embora progressos consideraveis tenham ocorrido Gitiios anos sobre as
caracteristicas biolégicas e moleculares, formaglidseminacdo, técnicas de deteccdo e
identificacdo e os efeitos fisioldégicos induzidoslgs virus que infectam a videira, a
compreensao destes temas ainda ndo é completai@adepermitir a definicho de métodos

de controle eficientes. Os resultados obtidos riesdbalho visam contribuir neste sentido.



2 CAPITULO I: RT-PCR para deteccdo de virus em vinheds antigos e em
cochonilhas vetoras e estudo de variabilidade

2.1 Resumo

A propagacao vegetativa da videira favorece a éncra de infecces virais multiplas. A
variabilidade genética de espécies virais, muiezes, resultam em dificuldades para gerar
ferramentas moleculares confiaveis, sejam espasifiz universais, para a detecgdo e/ou
identificacdo viral. Os objetivos deste capituloafo identificar os virus presentes em dois
vinhedos experimentais: um da cv. Cabernet Saumig6&®) Vitis vinifera), implantado em
1995, e outro da cv. Isabel (1SYifjs labrusca) de 1971. Também se realizou a deteccao
soroldgica destes isolados, comparando-se osadesltdos testes soroldgicos e moleculares.
Marcou-se duas plantas de C. Sauvignon e trésatel)sextrairam-se dsRNAs de ramos
maduros, que foram submetidos a RT-PCR com 17 phredigonucleotideos especificos
para a deteccdo dos seguintes vifasapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB),
Grapevine virus D (GVD), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine fanleaf virus (GFLV),
Arabis mosaic virus (ArMV), Grapevine chrome mosaic virus (GCMV), Rupestris stem
pitting-associated virus (RSPaV),Grapevine leafroll-associated virus 1 a4 (GLRaV-1 a -4),
além de oligonucleotideos degenerados para a &arBi#faflexiviridae e o0s géneros
Closterovirus, Trichovirus e Vitivirus. Pelo menos um fragmento amplificado, com cada par
de oligonucleotideos, correspondente a um dosdaes)afoi clonado e sequenciado. Nas
plantas avaliadas foram detectados RSPaV, GLRaWw-GldRaV-3, tendo sido sequenciados
sete isolados de RSPaV: CS1 (GU166289), CS2a (HOBHY CS2b (HM059038), IS1
(HM059037), IS2a (GU166290), IS3 (HM130524), ISAM358051); trés isolados de
GLRaVv-2: CS1 (HM059039), CS2 (HMO059035) e 1S3 (HMNB50); dois isolados de
GLRaV-3: IS1 (HM059040) e 1S2 (HM059034). As sequiaa obtidas e depositadas em
banco de dados (GenBanK) apresentaram identidagesiares a 90% com 0s respectivos
isolados virais do GenBank. Os anti-soros testadosnheceram todos os isolados das trés
espécies virais detectadas e caracterizadas. Aasadtr cochonilhaBseudococcus viburni e
Planococcus citri provenientes de vinhedos de Caxias do Sul (RS)eteola (PE),
respectivamente, foram avaliadas por RT-PCR pageesenca de GVA, GVB, GLRaV-1 e
GLRaV-3 com oligonucleotideos especificos. Trésteigs virais, GVA, GVB, GLRaV-3



foram detectadas em trés de cinco amostras, coammlovindiretamente, o potencial destas
como vetoras de virus e a eficiéncia dos oligoriileos empregados na detec¢ao.

Palavras-chave:Viroses, RSPaV, GLRaV-2, GLRaV-8itis, variabilidade

2.2 Introducéo

J& foram relatadas infectando videiras 55 espé&aiais distintas (Tabela 1), além de
inUmeras estirpes especificas de algumas destasiesgMARTELLI, 2009; MONIS et al.,
2010). Tambéem foram relatadas em videiras cincaghse consideradas de origem viral,
enacao da videiraGfapevine enation), mosqueado de verdo da vide{@rapevine summer
mottle), mosaico das nervuras da videjfarapevine vein mosaic), necrose das nervuras da
videira (Grapevine vein necrosis) e acanaladura do lenho de LN 23N(33 stem grooving),
Cujos 0s agentes causais (virus) ainda nao foranifitados. Entre os virus mais importantes
que afetam a videira destacam-se aqueles pertescead familiasClosteroviridae,
Secoviridae, Betaflexiviridae e Tymoviridae (MARTELLI & BOUDON-PADIEU, 2006).



Tabela 1- Espécies virais relatadas em videiNisi§ spp.) em todo mundo.

néo classificadoGrapevine leafroll-associated virus 8 (GLRaV-8)

Grapevine leafroll-associated virus 9 (GLRaV-9)

Familia Género Espécie Referéncia
Fauquet et al. (2005);
Alphaflexiviridae  Potexvirus Potato virus X (PVX) Martelli & Boudon-Padieu
(2006)
Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) (= Adams et al. (2004);
Foveavirus Grapevine rupestris stem pitting-associated virus, Martelli et al. (2007)
GRSPaV)
Fauquet et al. (2005);
Trichovirus Grapevine berry inner necrosis virus (GINV) Martelli & Boudon-Padieu
Betaflexiviridae (2006)
Grapevinevirus A (GVA) Martelli et al. (1997);
Grapevinevirus B (GVB) Adams et al. (2004)
Vitivirus Grapevinevirus D (GVD)
Grapevinevirus E (GVE) Nakaune et al. (2008)
Alfamovirus Alfalfa mosaic virus (AMV) Fauquet et al. (2005);
Cucumovirus ~ Cucumber mosaic virus (CMV) Martelli & Boudon-Padieu
Bromoviridae (2006)
llarvirus Grapevine line pattern virus (GLPV) Martelli (2009)
llarvirusndo  Grapevine angular mosaic virus (GAMoV)
classificado
Fauquet et al. (2005);
Bunyaviridae Tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV) Martelli & Boudon-Padieu
(2006)
Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2) (= Karasev (2000); Martelli et
Closterovirus  Grapevine rootstock stem lesion associated virus, al. (2002)
GRSLaV)
Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1) Ling et al. (1997); Martelli
Ampelovirus Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) et al. (2002)
Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5)
Closteroviridae Grapevine leafroll-associated virus 4 (GLRaV-4) Abou Ghanem-
Ampelovirus  Grapevine leafroll-associated virus 6 (GLRaV-6) Sabanadzovic (2006);

Martelli & Boudon-Padieu
(2006)

Closteroviridae

nao classificad

Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7)

Turturo et al. (2000);
Alrwahnih et al. (2008)

Potyviridae

Potyvirus

Virus semelhante a potyvirus, ndo identificaddago no Martelli & Boudon-Padieu

Japéo de uma cultivar russa

(2006)




Continuacdao: (Tabela 1 - Espécies virais relatadas em vidéWess spp.) em todo mundo).

Familia Género Espécie Referéncia
Fauquet et al. (2005);
Fabavirus Broad bean wilt virus (BBWV) Martelli & Boudon-Padieu
(2006)
Arabis mosaic virus (ArMV) Wetzel et al. (2001);
Nepovirus Grapevine fanleaf virus (GFLV) Andret-Link et al. (2004);
Subgrupo A Raspberry ringspot virus (RpRSV) Martelli & Boudon-Padieu
Tobacco ringspot virus (TRSV) (2006)
Nepovirus Artichoke Italian latent virus (AILV) Fauqu§t et al. (2005); |
Subgrupo B Grapevine chrome mosaic virus (GCMV) Martelli & Boudon-Padieu
Secoviridae Tomato black ring virus (TBRV) (2006)
Blueberry leaf mottle virus (BBLMV)
Tomato ringspot virus (TORSV)
Nepovirus Peach rosette mosaic virus (PRMV)
Subgrupo C  Cherry leafroll virus (CLRV)

Grapevine Tunisian ringspot virus (GTRSV)
Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV)

Nepovirus ndo

classificado

Grapevine Anatolian ringspot virus (GARSV)

Grapevine deformation virus (GDefV)

Secoviridae nao

Strawberry latent ringspot virus (SLRV)

Martelli & Boudon-Padieu

classificado (2006)
Carmovirus Carnation mottle virus (CarMV) Fauquet et al. (2005);
Necrovirus Tobacco necrosisvirus D (TNV-D) Martelli & Boudon-Padieu
Tombusviridae Grapevine Algerian latent virus (GALV) (2006)
Tombusvirus Petunia asteroid mosaic virus (PetAMV)
Maculavirus Grapevine fleck virus (GFkV) Fauquet et al. (2005);
Maculavirus  Grapevine Red Globe virus (GRGV) Martelli & Boudon-Padieu

nao classificado

(2006)

Tymoviridae Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV)
o Grapevine asteroid mosaic-associated virus (GAMaV)
Marafivirus _ i i i
Grapevinevirus Q (GVQ) = (Grapevine Syrah virus-1,  Sabanadzovic et al. (2009);
GSyV-1) Alrwahnih et al. (2009)
] B ] Tobacco mosaic virus (TMV) Martelli & Boudon-Padieu
Virgaviridae Tobamovirus o
Tomato mosaic virus (ToMV) (2006)
- Idaeovirus Raspberry bushy dwarf virus (RBDV) Fauquet et al. (2005);
- Sobemovirus  Sowbane mosaic virus (SoMV) Martelli & Boudon-Padieu

Grapevine Ajinashika virus (GAjV)

Grapevine stunt virus (GSV)

Grapevine labile rod-shaped virus (GLRSV)

(2006)




Nem todas as espécies mencionadas na Tabela Ermtprassignificativa importancia
econdmica, pois esta pode ser em funcéo da origemgréfica, da estirpe viral e da cultivar
da videira.

Dentre as doencas virais que afetam a vid&iras(spp.) e que ocorrem no Brasil, 0
complexo rugoso e o enrolamento das folhas apiesese como as de maior relevancia,
devido a expressiva incidéncia e aos danos caugalos virus que compdem estes dois
complexos (FAJARDO et al., 2003a). Visando apresembesmo que de maneira indireta, a
importancia relativa das espécies virais, objetestado neste Capitulo, a Tabela 2 mostra o
namero de sequéncias de nucleotideos e aminoadethszidos depositados no banco de
dados do NCBI (GenBank).

Tabela 2 - Numero total de depdsitos de sequéncias de nutdestie aminodcidos deduzidos de
espécies virais que infectam a videira e que foeatndadas neste trabalho, com base no banco de
dados do NCBI (GenBank) em 10/05/2010.

N° de seq. de
Virus Familia / sub-familia / Género N" de seq. de aminoacidos
nucleotideos
deduzidos
Arabis mosaic virus (ArMV) Secoviridae / Comovirinae / Nepovirus 49 65
Grapevine fanleaf virus (GFLV) Secoviridae / Comovirinae / Nepovirus 350 374
Grapevine chrome mosaic virus (GCMV) Secoviridae / Comovirinae / Nepovirus 4 14
Grapevine fleck virus (GFkV) Tymoviridae / Maculavirus 8 15
Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) Betaflexiviridae / Foveavirus 368 421
Grapevinevirus A (GVA) Betaflexiviridae/ Vitivirus 49 113
Grapevinevirus B (GVB) Betaflexiviridae/ Vitivirus 75 95
Grapevinevirus D (GVD) Betaflexiviridae / Vitivirus 3 4
Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1) Closteroviridae/ Ampelovirus 69 82
Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2) Closteroviridae/ Closterovirus 213 265
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) Closteroviridae/ Ampelovirus 127 176
Grapevine leafroll-associated virus 4 (GLRaV-4) Closteroviridae/ Ampelovirus ndo 17 18

classificado

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtagi?mode=Root (acessado em 10/05/2010)

A virose do enrolamento das folhas, que ocorre mticamente todas as regides do
mundo onde a videira é cultivada, é causada pocamplexo de até nove espécies virais,
sorologicamente distintas e denominadas ‘“virus cé30s ao enrolamento da folha da

videira” (Grapevine leafroll-associated virus, GLRaV-1 a -9). Os principais virus do
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complexo do enrolamento sdo o GLRaV-2 e GLRaV-3béla 2) em fungdo da maior
incidéncia e dos danos que podem induzir (MARTERL#AI., 2002; FAJARDO et al., 2003a).
Mesmo que esta doenca seja causada por um compietp em situacdes especificas,
embora raras, estes virus podem ocorrer de forwrads (FAJARDO et al., 2003a). No Brasil
ja foram detectados GLRaV-1, -2, -3, -5 e -6 (RARAEet al., 2009; KUNIYUKI et al.,
2003).

O GLRaV-2 também esta associado a sintomas de patdmiidade da enxertia e
declinio em vinhedos novos (ABOU GHANEM-SABANADZOW et al., 2000; MARTELLI
et al., 2002; BERTAZZON & ANGELINI, 2004; MENG ef.a2005b). Pertence a familia
Closteroviridae e ao géner€losterovirus, possui particulas alongadas e flexuosas, genema d
RNA fita simples e senso positivo, com 16.494 notétkeos (nt) organizados em oito fases
abertas de leituras (ORFs, “open reading frame&)mecanicamente transmissivel (ABOU-
GHANEM et al., 1998; MENG et al., 2005b; BEUVE &t 2007).

O GLRaV-3, familiaClosteroviridae e génercdAmpelovirus, possui particulas alongadas

e flexuosas de cerca de 1800-2100 nm de comprinmortd2 nm de didmetro e genoma
composto de RNA fita simples, senso positivo con®19 nt organizados em 13 ORFs
(LING et al., 1997; MARTELLI et al., 2002). E o uB melhor caracterizado dentre aqueles
gue compdem o complexo do enrolamento da folhaidiEra, sendo o membro-tipo do seu
género. N&o é transmissivel mecanicamente e semtiss naturalmente nos vinhedos pela
transmissao, de maneira semi-persistente, porsvaspecies de pseudococcideos e coccideos
(BOTTON et al., 2003).

O Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) foi identificado e caracterizado
molecularmente (MENG et al., 1998; ZHANG et al., 98P como o agente causal das
caneluras do tronco de Rupestris, conhecida pohtieestriado de Rupestris” em Séao Paulo e
por “caneluras do tronco de Rupestris” no Rio Geadd Sul (ESPINHA et al., 2003). Faz
parte do “complexo rugoso da videira” e caractesegor induzir alteracdes no lenho das
videiras, com reflexos negativos na qualidade enoalucdo (MARTELLI, 1993; CREDI,
1997). RSPaV, familidBetaflexiviridae, géneroFoveavirus, possui particulas alongadas e
flexuosas com cerca de 800 x 12 nm, genoma de RiNAtal simples, senso positivo, com
aproximadamente 8.726 nt organizados em 5 ORFs.

Alguns trabalhos relatam que o RSPaV se apresenta ama espécie muito variavel,
sendo que infecgcbes multiplas com outros virus émisdo comumente detectadas em

videiras, o que dificulta a definicdo das propramkabioldgicas das diferentes estirpes deste



virus (MENG et al. 1999 e 2005a), a exemplo daspest “Syrah” (LIMA et al., 2006a) e
“Pinot Noir, PN” (LIMA et al., 2009). Recentementgakaune et al. (2008) e Radaelli et al.
(2009) destacaram a variabilidade genética destes,vpor meio do estudo de analises de
sequéncias de isolados do RSPaV.

De modo geral, os virus apresentam grande potedeiaéxibirem variabilidade
genética, pois sao agentes infecciosos que podestabelecem longos processos infecciosos
ao longo de todo o ciclo de vida da hospedeiracéesdo a propensao a erros na replicacao do
seu genoma e deficiéncias nos mecanismos de relpaRNA (KOMINEK et al., 2005;
PROSSER et al., 2007).

A expressiva variabilidade genética apresentadaalgumas das espécies virais que
infectam a videira tem conduzido a dificuldadesgerar ferramentas moleculares universais
de deteccédo e identificacdo. Ja foi demonstradaagirelexacdo por RT-PCR de videiras
infectadas, com determinado isolado viral, utildesse oligonucleotideos especificos para
outro isolado, pode resultar em falso-negativo (BERZON & ANGELINI, 2004). Tais
resultados servem para ressaltar a importanciatdd@ de variabilidade genética viral.

Embora diversas espécies ja tenham sido ident#gadcaracterizadas no Brasil e no
mundo e em diferentes genoétipos de videiras, diddzaréncia de trabalhos de caracterizacao
molecular mais abrangentes, o que permitiria aumnemtconhecimento destes patdgenos,
além do estabelecimento de ferramentas para odiign mais preciso e sensivel (BEUVE
et al., 2007).

A transmissdo do GLRaV-2, GLRaV-3 e RSPaV ocoriacgalmente através de
enxertia utilizando-se gemas infectadas, enquandis@ersdo se da por meio de material
propagativo infectado. No caso do GLRaV-3, tambénepser transmitido por insetos vetores
(cochonilhas).

Uma vez que a videira esteja infectada por viraamapo, é impossivel cura-la pelos
métodos tradicionalmente utilizados para outrasigae agravando-se o problema quando se
considera que a planta infectada também poderar sdev fonte de in6culo para a
disseminacédo por insetos vetores, enquanto as rmgmraanecerem no vinhedo.

As cochonilhas das familias Pseudococcidae e Caed#m sido consideradas como
as principais vetoras de algumas das principaiécgsp virais que infectam a videira, sendo
responsaveis pela dispersédo destes patdogenos dTAbECABALEIRO & SEGURA, 1997;
KUNIYUKI et al., 2005). Segundo Botton et al. (2008lgumas espécies ja identificadas em
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vinhedos brasileiros, conféseudococcus viburni, P. vitis, P. longispinus e Planococcus citri,

sao consideradas importantes vetoras de virus.

Tabela 3 -Relacéo das espécies de cochonilhas relatadastcaamsenissoras de virus em videiras.

Virus
Espécies Acanaladura do Intumescimento
Complexo do enrolamento da folha
lenho de Kober dos ramos
Cochonilha "Algodonosa”
(Peeudococcidag) GLRaV-1 GLRaV-3 GLRaV-5 GLRaV-9 GVA GVB
Heliococcus bohemicus X X X
Phenacoccus aceris X X
Planococcus citri X X X
Planococcus ficus X X X
Pseudococcus viburni (= P. affinis) X X X
Pseudococcus calceolariae X
Pseudococcus comstocki X X
Pseudococcus longispinus X X X X X
Pseudococcus maritimus X
Cochonilha de "Carapaga" (Coccidae)
Neopulvinaria innumerabilis X
Parthenol ecanium corni X
Pulvinaria vitis X X
Pulvinaria innumerabilis X X

No Brasil inexistem trabalhos conduzidos sobre aiisfo de virus de videira em
condi¢cbes naturais (vinhedos), e os poucos trabatbaduzidos se restringem a testes de
transmissao sob condi¢cbes controladas (KUNIYUKdIgt2005 e 2006). A concentracgao viral
em insetos vetores, as técnicas de deteccao, ndolua definicdo de oligonucleotideos
adequados, sdo aspectos importantes a serem esuplach que possam contribuir com
resultados que permitam fundamentar a proposic&stdelos epidemioldgicos.

Os objetivos deste trabalho foram identificar eactarizar molecularmente os virus
presentes em dois vinhedos, com diferentes paregibaucleotideos e comparar a deteccao

molecular com a soroldgica, além de detectar mtdemente virus em cochonilhas vetoras.

2.3 Material e métodos

Isolados virais: Os isolados virais foram obtidos a partir de difiége videiras,
provenientes de vinhedos antigos da Embrapa UvaleoyBento Gongalves (RS). Os dois
vinhedos avaliados sdo da cultivar Isabéti$ labrusca), plantio em pé franco, implantado

11



em 1971, e o outro, da cv. Cabernet Sauvignanvipifera), plantio com porta-enxerto
Paulsen 1103 e implantado em 1995.

Os sintomas observados a campo na cv. C. Sauvignuartir do meio para o final do
ciclo vegetativo, foram folhas coriaceas com avéimamaento e enrolamento dos bordos das
folhnas para baixo, sendo que as nervuras principarsmmaneceram verdes, presenca de
caneluras no porta-enxerto e intumescimento comé&ogéo de tecido corticento na base do
ramo do ano. Ja na cv. Isabel ndo foi verificadtosnas tipicos de infeccéo viral nas folhas,
ramos e tronco em todo seu ciclo vegetativo. Estdeahosas provenientes das plantas
avaliadas a campo, de ambos os vinhedos, tamb&m foropagadas em casa-de-vegetacéo,
nas quais, no inicio do ciclo vegetativo néo faifieado sintomas tipicos de infec¢éo viral
(Figura 1).

“inicio do ciclo” . . ..o
2 meses - plantio meio do ciclo final do ciclo 2l e fran_t.:n-
Isabel 201149 15.04.10 L

Figura 1 - Sintomas de infec¢éo viral nas folhas e no trorartdpenxerto em videira cv. Cabernet
Sauvignon e auséncia de sintomas de infeccdonaral. Isabel. Inicio do ciclo vegetativo (estacas
propagadas em casa de vegetacdo provenientesatdasphvaliadas neste trabalho), meio e final do

ciclo vegetativo (aspecto das folhas, tronco e gmdas plantas a campo).

12



Extracdo de dsRNA: Foram selecionadas duas plantas da cv. C. Sauwvigrés de
Isabel e uma Paulsen 1103 (sadia, material obtdongio de cultura de tecidos) nas quadras
7, 16 e 4, respectivamente, no campo experimeat&ndbrapa Uva e Vinho. O dsRNA foi
extraido a partir de ramos maduros de acordo cametadologia descrita por Valverde et al.
(1990) com algumas modificagées. Trinta gramased&ld® vegetal foram macerados em
almofariz na presenca de nitrogénio liquido e tamg&extracdo [90 ml 2X STE, 35 ml SDS
10%, 2 ml de bentonita (45 mg/ml) e 2 f¥mercaptoetanol]. ApGs agitacdo durante 5
minutos a temperatura ambiente, acrescentaram-sd 86 fenol saturado com STE 2X, pH
7,5 e 35 ml de cloroférmio:alcool isoamilico (24/%), mantendo-se novamente em agitacao
por 45 min e, posteriormente, centrifugando a 16@7dor 10 min. O dsRNA obtido foi

purificado em coluna de celulose (CF 11, Whatmarepssuspendido em agua autoclavada.

Sintese de cDNA e PCRA sintese do cDNA e as reac¢des da PCR foram catafiz
conforme metodologia descrita por Sambrook & Rug2@01) e Fajardo et al. (2000), com
algumas modificacdes. As reacdes de sintese do afaNgistiram, para todas as amostras de:
4 ul de dsRNA, 1 pl de oligonucleotideo antisens® M) (Tabela 4), 5 pl de agua
autoclavada, incubando-se a 94°C por 5 min, eeposnhente, adicionando-se: 5 pl de
tampao da enzima RT 5X, 1 pl de dNTP (2,5 mM), Heikenzima transcriptase reversa M-
MLV (200 U/ul, Promega), 1 pl de inibidor de RNAGHW U/ul, Promega) e 7 ul de agua
autoclavada. Na sequéncia, a reacao foi incub&I&G@por uma hora.

As reacOes de PCR consistiram de: 10 pl de cDNAIl e tampédo da enzima Taq
DNA polimerase 10X, 1,5 ul de MgC(50 mM), 5 ul de dNTP (2,5 mM), 1 pl de cada
oligonucleotideo senso e antisenso (10 uM) (Tabgl®,5 pl de Tag DNA polimerase (5
U/ul, Invitrogen) e 26 pl de dgua autoclavada.

As reacOes foram submetidas a uma desnaturacdal ({94°C por 5 min) seguida por
35 ciclos de amplificacédo: desnaturacao (94°C osdy), pareamento (50°C por 50 seg) e
extensdo (72°C por 1 min), além de uma extensad (fl2°C por 7 min). Para os fragmentos
menores que 500 pb, a extensdo foi 72°C por 5 gegra os pares de oligonucleotideos
degenerados, o pareamento foi de 48°C.

Os produtos da RT-PCR foram analisados em géisgdeose 1,2% preparado em
tampao TBE pH 8,0, corados com brometo de etidesualizados em transluminador sob luz

UV. As bandas observadas, com o fragmento de tamesperado, foram recortadas do gel e
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eluidas com a utilizacdo do kit comercial "HiYieldB€l/PCR DNA Extraction" (RBC Real
Genomics), de acordo com as especificacoes daadbei.

Oligonucleotideos utilizados: As plantas foram avaliadas para a presenca de 12
espécies viraisGrapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine virus D
(GVD), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine fanleaf virus (GFLV), Arabis mosaic virus
(ArMV), Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV), estirpes “tipica” deste mesmo
virus, Syrah (SY) e Pinot Noir (PNrapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1 a 4) e
Grapevine chrome mosaic virus (GCMV), com 17 pares de oligonucleotideos espeaxdfic
além de trés pares degenerados para a farBdiaflexiviridae e para os géneros
Closterovirus, Trichovirus e Vitivirus, os quais amplificam fragmentos em diferentesoegi

do genoma viral (Tabela 4).
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Tabela 4- Oligonucleotideos especificos e degeneradogaditis na detec¢éo viral por RT-PCR.

. . . Fragmento .
Virus Oligonucleotideos Sequéncia 5'-3’ Orientacédo " Referéncia
amplificado (pb)
GVA 766 GGGGAGGTAGATATAGTAGG Senso 451 (CP, meioe 3 Fajardo et al.
C1197 TACCCGTGAGAAATGATGGG Antisenso terminal) (2003b)
GVB GVB_v CAAGCAATTCCCCGAGAGT Senso 693 (CP e regides que Moreira et al.
GVB_ ¢ TTTAGCCGCACTCCTTGACT Antisenso flanqueiam) (2005)
GVD GVD_v GACGCAGGGATGTAACCTTAGGACG Senso 963 (CP e regides que Abou-Ghanem et ¢
GVD_c CCTCTACTTATGGAAATTGCGCTC Antisenso flanqueiam) (1997)
GFkV_v ATGAGCCTCCCCGCTGACCTCC Senso 693 (CP) baseado no acesso
GRRV GFkV_r TCATGACGAGGGAGTGGGGCGG Antisenso NC_003347
GFkV_v AGTACCTCCTCCACCGCACC Senso ) Fajardo et al.
) 245 (REP, parcial)
GFkV_c TTTCTCGGGCAGAGAGCCGT Antisenso (2004b)
GFLVs2515 GGAAGAGGCCACTTCTTTCCTTGGG Senso . Bashir & Hajizaeh
GFLV 809 (CP, parcial)
GFLVa3300 CCCACCAGCTTCGTGATGGTAACGC Antisenso (2007)
H428v GCGGCGGATTGGGAGTT Senso . Stewart & Nassuth
ArMV 440 (CP, parcial)
C867c CGATGGTAGGGGGAGCGTATT Antisenso (2001)
RSPaV_v1l ATGGCAAGTCAAATTGGGAAAC Senso 780 (CP) Radaelli et al.
RSPaV RSPaV_cl TCATTCATGTGTAACATTTGAA Antisenso (2009)
a
RSP2 CAAGCATGCTCTTGGCAAC Senso . Fajardo et al.
) 831 (REP, parcial)
RSP21 CCCTCTGGCGATTGAATTG Antisenso (2004b)
2R TTCCCCAAACTTCCAACTTAC Senso 505 (Metil-transferase,
RSPaV-PN ) Lima et al. (2009)
PN1F GATGGATACAAGTTACGGGC Antisenso parcial)
SY9F AGGATTCCAAACTGTAGAGCAA Senso ) .
RSPaV-SY 628 (REP, parcial) Lima et al. (2006a)
SY8R TTGGTCGTCATCTTCCAGTT Antisenso
GLRaVv-1_v ATGGCTAGCGTTATATCTCAAA Senso 969 (CP) baseado no acesso
GLRaV-1 GLRaVv-1_r TTACACCTTAAGCTCGCTAGTA Antisenso AF195822
a -
LRA ACGTTGAGATTAGTCTGACTC Senso . .
1019 (CPd2, parcial) Little et al. (2001)
CPdR TCACAGCATCAATATCTTTTCC Antisenso
V2CPf CTAGTCTAAATGGTGTCGA Senso . Bertazzon &
GLRaV-2 431 (CPm, parcial) o
V2CPr2 TTCAGAGAGCTTCGGGCAAG Antisenso Angelini (2004)
LR3 8504v ATGGCATTTGAACTGAAATT Senso Fajardo et al.
GLRaVv-3 942 (CP)
LR3 9445¢c CTACTTCTTTTGCAATAGTT Antisenso (2007a)
LR4f ACCCTTCATAAGCAGGAACC Senso ) .
GLRaV-4 500 (OFR1 e 2, parcial) Fazeli et al. (1998)
LR4r CTTGTGAAACCGACGGCC Antisenso
GCMVsense ATGTGTGCCACTACTGGCATGCA Senso 391 (CP parcial e regido .
GCMV . Digiaro et al.(2007
GCMVantisense  TTCTCTTCAAGAAATGCCTAAGA Antisenso que flanqueia 3°)
) HSP-P1 GGITTIGAITTYGGIACIAC Senso 560-660 (HSP70, Tian et al. (1996);
Closterovirus ) .
HSP-P2 RTCIAAIGTICCICCICCCRAA Antisenso parcial) Radaelli (2009)
dPR1_v GCDAARGCNGGNCARACHHTVGCBTGYTT  Senso ) Saldarelli et al.
. . 363 (REP, parcial)
Tricho/Vitivirus  dPR2_c RAAYTCNCCNSWRAANCKCAT Antisenso (1998)
o dRW upl WGCIAARGCIGGICARAC Senso ) Dovas & Katis
Betaflexiviridae ) 330 (REP, parcial)
dRW do2 RMYTCICCISWRAAICKCAT Antisenso (2003)

Todos os oligonucleotideos utilizados (Tabela 4aro previamente testados na

amplificacéo de controles positivos, a excecao el@gudirecionados para a amplificagcdo dos
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virus ArMV, GLRaV-4, GVD, GCMV, RSPaV-SY e RSPaV-PNois ndo havia
disponibilidade de tais controles (virus ainda réiatados no Brasil).

Clonagem e selecéo de clones recombinant€s fragmentos de DNA eluidos foram
ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega), de acoaho as instru¢cdes do fabricante. A
seguir, as ligagbes foram utilizadas na transfodmale células competentes Ekeherichia
coli DH5a, por choque térmico ou eletroporacdo no aparelleoeGPulse Il (Biorad),
conforme metodologia descrita por Sambrook & Rugx@01).

O DNA plasmidial das colbnias bacterianas transéotas foi extraido utilizando-se o
kit comercial “lllustra plasmid Prep Mini Spin Kit(GE Healthcare), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A confirmacéo da pcaseos fragmentos virais amplificados
nos plasmideos recombinantes foi realizada porstigecom a enzima de restricBcoRI.
Procedeu-se ao sequenciamento automatico de pe&losmen clone (isolado viral) obtido
para cada fragmento amplificado.

Andlises das sequénciafAs sequéncias de nucleotideos (nt) foram alinhadas o
auxilio do software Clustal X 1.8 (LARKIN et al.0@7). As comparacdes entre as sequéncias
de nt e aminoacidos deduzidos (aad) obtidas comp®igolados disponiveis no GenBank
foram realizadas utilizando-se o programa BLASTn dLASTp do NCBI
(www.ncbi.nim.nih.gov). Os alinhamentos multiplos as analises filogenéticas foram
realizados para as sequéncias completas ou padeiais dos diferentes genes de cada virus
(RSPaV, GLRaV-2 e GLRaV-3), utilizando o softwareda 4.1 (TAMURA et al., 2007). As
arvores filogenéticas foram obtidas por meio ddismé@le maxima parcimonia e “bootstrap”
com 2000 replicacoes.

Foram incluidas nestas analises, sequéncias doss geomologos de isolados
“estrangeiros” depositadas no banco de dados dol @&hBank). Também foram incluidas
as sequéncias dos isolado-tipo de cada espécie (R@PaV, NC 001948; GLRaV-2,
NC _007448; GLRaV-3, NC_004667) e, para os gruptareas das arvores, foram utilizadas
as espécies-tipo de cada géndéyaple stem pitting virus (ASPV, Foveavirus, NC_003462) e
Beet yellows virus (BYV, Closterovirus, NC_001598). Para o grupo externo aos isolados de
GLRaV-3 foi utilizado oGrapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1, Ampelovirus,
AF195822).
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Deteccdo sorolégica dos isoladoss mesmas plantas testadas por RT-PCR também
foram avaliadas pelo teste ELISA indireto, utilidarse anti-soros policlonais contra as CPs
do GLRaV-2 (RADAELLI et al., 2008) e do RSPaV (astro produzido neste trabalho,
Capitulo II) e por ELISA direto para GLRaV-3, comtissoro comercial (Agritest, Bari -
Valenzano, Itélia).

As amostras para os testes ELISA consistiram desasou peciolos maduros de
videiras, os quais foram triturados em almofarizpn@senca de nitrogénio liquido. Como
controle negativo foi utilizada a cv. Rupestris Hdat obtida por cultura de tecidos e
previamente testada.

Para o teste ELISA indireto (GLRaV-2 e RSPaV), atade poliestireno foram
carregadas com 200 pl de cada amostra, diluida(¥3 em tampé&o de revestimento
(carbonato de sdédio 0,05, M, pH 9,6), incubandpael2h a 4°C. Apoés lavagens (trés vezes
com tampéo PBS-T, pH 7,4 em intervalos de 5 miracéoi adicionada a IgG (4 pg/ml)
diluida em tampéao de conjugado [PBS-T, pH 7,4, 24P 40.000 (p/v) e 0,2% de BSA
(p/v)]. Apoés incubacéo por 3 horas a 37°C, segdelamova lavagem, adicionaram-se 200 pl
de conjugado geral (Sigma), diluido 1:1000 em tamp& conjugado e, novamente,
incubando a 37°C por 3 horas. Apds nova lavagemioadu-se o substrato da enzima (4-
nitrofenil-fosfato dissédico hexahidratado, Sigrddyido (1 mg/ml) em dietanolamina 10%,
pH 9,8 (ALMEIDA & LIMA, 2001).

Para o ELISA direto (GLRaV-3), placas de poliestirdoram submetidas a cobertura
com 200 pl de anti-soro comercial diluido em tamgéaevestimento, conforme instrucdes
do fabricante e em seguida incubadas a 37°C poordsh Apds lavagens, as amostras
trituradas e diluidas 1:3 (p/v) em tampédo de e&oddris-HCI 0,5 M, pH 8,2, 0,8% NaCl
(p/v), 2% PVP 40.000 (p/v), 1% PEG 6000 (p/v) e&@¢Tween 20 (v/v)] foram adicionadas
a placa (200 pl) e incubadas por 12h a 4°C. Apdasitavagens, foram adicionados 200 pl
de “conjugado especifico”, diluido em tampdo dejugedo, conforme as instrucdes do
fabricante. Apés incubagédo por 3 horas a 37°C,idagle lavagens, adicionou-se o substrato
da enzima, conforme descrito anteriormente (ALMEIRAIMA, 2001).

As leituras de absorbéancia, em 405 nm, foram megias no aparelho leitor de placas
(Anthos 2020). As amostras foram consideradasipasitjuando a leitura de absorbancia foi
duas vezes superior aquela verificada para a psaniia. Os valores foram obtidos, em média,

2 a 3h apos a adicao do substrato.
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Deteccdo de virus em cochonilhas vetoragis cochonilhas foram coletadas em
vinhedos de Caxias do Sul (RS) e Petrolina (PE)€lBab). A extracao do RNA total (RNAL)
foi realizada com o reagente TRIzol (Invitrogemnforme as instru¢cdes do fabricante. As
amostras foram compostas de 6 a 8 insetos aduliosirdas em diferentes estadios,
maceradas em tampéao de extracdo [0,5 M Tris-HCI8 810,14 M NacCl, 2% PVP-40 (p/v),
0,05% Tween 20 (v/v)] e homogeneizadas no reageRteol. Foram utilizados cloroférmio
para a separacao de fases, alcool isopropilicogppracipitacdo do RNAt e, o sedimento final
seco foi ressuspendido com agua autoclavada. Emdsegrocedeu-se a sintese do cDNA
viral e as reagdes de PCR conforme descrito amegitte.

As amostras de cochonilhas foram avaliadas paraesempca dos virus: GVB
(oligonucleotideos GVB6445 5 ATGGAAAATATATCCCGGAT& 3' e antisenso
GVB7038r 5' ACTCGTCAGACAACTCTATATC 3') (SALDARELLI et al., 1996;
RADAELLI et al., 2008), GVA (766/C1197), GLRaV-1 [RaV-1 v/GLRaV-1 r) e
GLRaV-3 (LR3 8504v/LR3 9445c) (Tabela 4). Como colet negativo das reacdes da RT-
PCR, foram utilizadas cochonilhas da esp@&seeidococcus viburni, ndo viruliferas, criadas e

mantidas em frutos de abdbora, no Laboratorio derawlogia da Embrapa Uva e Vinho.

Tabela 5- Relacdo das amostras de cochonill@mococcus citri e Pseudococcus viburni (Familia:

Pseudococcidae) avaliadas para a presenca de virus.

Amostra Localizacdo do vinhedo Data coleta Espécie

n. 40 Fazenda Terra do Sol, Petrolina (PE) 07910.0 Planococcus citri

n. 51 Fazenda Queiroz Galvao Alimentos, Petrdi?fe) 08.10.09 Planococcus citri

n. 53 Petrolina (PE) 17.02.10 Planococcus citri
caxias Caxias do Sul (RS) 28.01.10 Pseudococcus viburni
venturin Caxias do Sul (RS) 26.01.10 Pseudococcus viburni

Os produtos da RT-PCR foram analisados em géiga®se. Para a comprovacao da
especificidade das reacdes de RT-PCR, uma dasras\ésit sequenciada. Para isto, a banda
correspondente ao fragmento de 451 pb de GVA, dstmann. 40, foi recortada do gel, eluida
e clonada conforme mencionado anteriormente.

A sequéncia de nt deste isolado de GVA foi anatisambnforme descrito
anteriormente. Foram incluidas nestas analises egsiéascias homologas de isolados
brasileiros e “estrangeiros” depositadas no baneodados do NCBI (GenBank) e que
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apresentaram maiores identidades de nt com o saladsVA obtido. Para o grupo externo
da arvore filogenética foi adicionada a espédmracleum latent virus (HLV, Vitivirus,
X79270).

2.4 Resultados e discussao

Deteccdo molecular dos virus.De modo geral, os virus que infectam a videira
apresentam baixa concentracdo na planta, sddasstriecidos especificos (ex. floema), além
de o titulo viral flutuar bastante segundo o estéeinoldgico da planta hospedeira, quando se
compara com virus que infectam outras culturas B@%t al., 1992). Contudo, a extragdo a
partir de dsRNA possibilitou a obtencdo de acidegléicos com maior integridade,
qualidade, pureza e concentracdo, quando comparagtaiacdo de RNAt de videiras (dados
nao mostrados), o que resultou em reacdes de RT-B®R maior especificidade e
sensibilidade.

As cinco plantas provenientes dos dois vinhedodiaakes foram testadas para a
presenca de 12 espécies virais, sendo apenass3di¢dmtadas: RSPaV, GLRaV-2 e GLRaV-
3 (Tabela 6). A ndo deteccao das demais espédilesseo atribuida a sua efetiva auséncia nas
amostras, ou a presenca de isolados especificapajuais os oligonucleotideos utilizados
nao foram adequados, ou ainda, devido ao tituld e@ktremamente baixo nas amostras. Além
dos virus anteriormente mencionados, que ndo pwossekltos no Brasil, o GLRaV-1 é
prevalente em vinhedos do Vale do Sdo Francisa@saptando menor incidéncia no Rio
Grande do Sul. O virus GFLV e GFkV normalmente tamtapresentam baixa incidéncia,
além da infeccao ser latente nos vinhedos brassleir
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Tabela 6— Resultados obtidos por RT-PCR para as amostraisigieas avaliadas para presenca de 12

espécies virais.

Localizagéo do fragmento Tamanho Amostra
) . ; amplificado em relag&o ao do
Virus Oligonucleotideos
acesso completamente  Fragmento  CS1 CS2 IS1 1S2 1S3
sequenciado (pb)

GVA 766/C1197 CP 451 - -
GVB GVB_v/IGVB_c CP 693 - -
GVD GVD_v/IGVD_c CP 963 -

GFkV_V/GFkV_r CP 693 - - -
GFkV

GFkV_V/IGFkV_c REP 245 -
GFLV GFLVs2515/GFLVa3300 CP 809 - - -
ArMV H428v/C867c CP 440 - -
RSPaV RSPaV_v1/RSPaV_cl 7771-8550 (NC_001948) 780 (+)* + + (+)*  +

a

RSP2/RSP21 654-1484 (NC_001948) 831 +)* () -
RSPaV-PN 2R/PN1F MTR 505 - -
RSPaV-SY SY9F/SY8R 2082-2710 (NC_001948) 628 + + + (9

GLRaV-1_v/GLRaV-1_r CP 969 - -
GLRaV-1

LRA/CPdR CPd2 1019 - - -
GLRaVv-2 V2CPf/V2CPr2 14631-15061 (NC_007448) 431+ (+)* + + (9
GLRaV-3 LR3 8504v/LR3 9445c 13269-14210 (NC_004667) 942 - - + +)* o+
GLRaVv-4 LR4f/LR4r ORFle?2 500
GCMV GCMVsense/GCMVantisense CP 391 - -

. 10554-11176 (NC_007448) 623
Closterovirus HSP-P1/HSP-P2
10104-10896 (NC_004667) 593 (H + )+ +

Tricho/Vitivirus  dPR1_v/dPR2_c 5729- 6068 (NC_001948) 339 + + (+)FsP
Betaflexiviridae ~ dRW upl/dRW do2 5746-6084 (NC_001948) 339 + BB o+ + +

(+)* Sequéncias depositadas no banco de dados & (B&nBank); CS: Cabernet Sauvignon; IS: Isabel

No total, foram obtidos e clonados 12 isoladosivirsete isolados de RSPaV: CS1 e
IS2a (780 pb), CS2a e IS1 (831 pb), CS2b (339 I¥Yb (339 pb) e 1S3 (628 pb), trés
isolados de GLRaV-2: CS1 (623 pb), CS2 (431 pl93F(#31 pb) e dois isolados de GLRaV-
3: IS1 (593 pb) e IS2 (942 pb) (Tabela 6 e 7), vaigiforam sequenciados e tiveram suas

sequéncias depositadas no banco de dados do NEBB&BK) (Tabela 7).
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Tabela 7- Relacédo das sequéncias dos isolados virais da\RSFLRaV-2 e GLRaV-3 obtidos no
trabalho e depositados no banco de dados do NGBIE&nK).

Virus Gene sequenciado o n’ nupl_eoudeos/ . Cdédigo no GenBank N_ome do isolado
n° aminoacidos deduzidos viral
780 GU166289 csi
proteina capsidial (completa) 259 ACZ43912
780 GU166290 1S2a
259 ACZ43913
831 HM059036
276 ADG57583 cS2a
831 HM059037
RSPav 276 ADG57584 IS1
. . 339 HM059038
replicase (parcial) 113 ADG57585 CS2b
339 HM358051
112 ADI87216 IS2b
628 HM130524 IS3 (RSPaVv
209 ADG57589 estirpe Syrah)
431 HM059035 cs2
proteina capsidial (parcial) 143 ADG57582
GLRaV-2 431 HM358050 1S3
av- 143 ADI87215
proteina de choque térmico 70 623 HMO059039 csi
(parcial) (HSP70) 207 ADG57586
proteina capsidial (completa) 942 HMO59034 1S2
GLRaV-3 313 ADG57581
proteina de choque térmico 70 593 HM059040 IS1
(parcial) (HSP70) 197 ADG57587

Para a presenca de RSPaV, as plantas foram awalieoim dois pares de
oligonucleotideos especificos (RSPaV_v1l/RSPaV_cl1R®&P2/RSP21) e dois pares
degenerados (dPR1_v/dPR2_c e dRW upl/dRW do2). sTpdomoveram a deteccdo de
RSPaV nas amostras avaliadas, com diferentes refia€g variando de 2 a 5 plantas
infectadas (Tabela 6 e Figuras 2B, 2D, 2E, 2F e, 2&p, provavelmente atribuido a
especificidade do oligonucleotideos em relacdosatado de RSPaV presente na amostra.
Com o par dPR1_v/dPR2_c desenhado para os géfreche/Vitivirus foi possivel detectar o
RSPaV em apenas 3 amostras. Este par de oligotidelegermitiu a deteccdo do RSPaV,
Foveavirus, em funcéo da suas sequéncias degeneradas.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabathm fobtidos por Bertazzon &
Angelini (2004), em testes de deteccdo de difesemelados de GLRaV-2, os quais
obtiveram resultados falso-negativos em funcéoligomucleotideo utilizado.

Meng et al. (1999) destacam a importancia da escdths oligonucleotideos na

indexagem de plantas infectadas por RSPaV, e deraomgjue a eficiéncia entre diferentes
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pares de oligonucleotideos testados foi de 85 &lB8@uve et al. (2007) também ressaltam a
importancia de oligonucleotideos desenhados com éasregides conservadas, levando-se
em consideracao a variabilidade entre os isoladasasma espécie.

Todas as plantas avaliadas também se mostraractaidés com RSPaV, estirpe Syrah
(RSPaV-SY) (Figura 2A), uma estirpe especifica PRV que causa engrossamento na
regido da enxertia na videira cultivar Syrah, aldennecroses nesta regido (LIMA et al.,
2006a). Este pode ser considerado o primeiro relesta estirpe em vinhedos brasileiros, o0
que reforca a importancia de estudos da variabdid&studos adicionais de caracterizacao
biolégica necessitam ser conduzidos neste caso.

Estes resultados demonstram a ocorréncia de irdsagfais multiplas, considerando
espécies e estirpes virais, em uma mesma plardair@). Tal situacdo torna o diagnostico
mais complexo e o estudo de eficiéncia/eficaciautlezacdo de ferramentas moleculares
adquire particular relevancia.

Os oligonucleotideos especificos para a estirpalS@IMA et al., 2006a) foram
desenhados com base no gene da replicase, uma pegifiderada bastante variavel e que
permite diferenciar esta estirpe especifica dapestipica do RSPaV (HALIBI et al., 2006).

Também se avaliou a presenca da estirpe Pinot(RiNrdo RSPaV (RSPaV-PN) com
oligonucleotideos especificos (LIMA et al., 2009ygm ndo houve amplificacdo nas plantas
avaliadas. Ainda ndo ha relato da ocorréncia destiagpe em vinhedos brasileiros até o
presente momento. Esta estirpe, caracterizadaipw &t al. (2009) possui identidade de nt
com outros isolados de RSPaV, variando de 76% a 78%

Para a presenca do GLRaV-2, foram testados umepatigbnucleotideos especifico
(V2CPf/V2CPr2) e um degenerado (HSP-P1/HSP-P2)eRédverificar que os mesmos
apresentaram alta sensibilidade, permitindo a datedesta espécie viral em todas as plantas
avaliadas, tanto com o par especifico (Figuras 2/ quanto com o degenerado (Figura
2C).

Para o virus GLRaV-3 foram utilizados um par dgaiucleotideos especifico (LR3
8504v/LR3 9445c) e um degenerado (HSP-P1/HSP-PRgnds as plantas da cv. Isabel
apresentaram-se infectadas, tanto na determinapd® @ar de oligonucleotideos especificos
(Figuras 2F e 2G), quanto com o degenerado (F@Q)aO par HSP-P1/HSP-P2, desenhado
para o génerdlosterovirus, permitiu também a deteccdo do GLRaV-3, o qualepee a

familia Closteroviridae.
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RSPaVv-SY

M SD CS1 CS2 IS1  ISIS3 M SD CS1 CS2 ISl 1S2IS3

Closterovirus C Tricho/Vitivirus

593-623 pb 514

339

M SD CS1 CS2 IS1 IS2 IS3 IS1  I1S21S3

Betaflexiviridae

GLRaV-2

M SD CS2 sb Cs2is3 SD IS3

1700
1159
805
514
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! GLRaV-2
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M

SD ISL Sb CSl1 Is2is1 SD 1S2 IS1

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos daGR.-Béis:(A) RSPaV-SY (SY9F/SY8R)B)
RSPaV (RSPaV_vl/RSPaV_ci};) Closterovirus (HSP-P1/HSP-P2)XD) Tricho/Vitivirus (dPR1_v/dPR2_c);
(E): Betaflexiviridae (dRW upl/dRW do2)(F) RSPaV (RSP2/RSP21), GLRaV-2 (V2CPf/V2CPr2), GLRaV-
(LR3 8504/LR3 9445)(G) RSPaV (RSP2/RSP21), GLRaV-2 (V2CPf/V2CPr2), GLRa\¥:R3 8504/LR3

9445). M: marcador DNAPstl, SD: planta sadia, CS1 e CS2: plantas cv. Cab&aatignon, 1S1, 1S2 e IS3:
plantas cv. Isabel.
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Os resultados obtidos demonstram a ocorrénciafdecides virais maltiplas nas cinco
plantas avaliadas, envolvendo GLRaV-2, GLRaV-3 &4 incluindo a estirpe RSPaV-SY.
Estas mesmas plantas ndo apresentaram infeccoeas@species virais de GVA, GVB,
GFkV, GFLV, GLRaV-1, GVD, ArMV, GLRaV-4 e GCMV.

As plantas avaliadas de ambos o vinhedos, como iom&amas anteriormente, eram
assintomaticas no inicio o ciclo vegetativo, segde a cv. Isabel, ndo expressou sintomas de
infeccdo viral em todo seu ciclo vegetativo, copntutesta cultivar também foram detectadas
infeccdes multiplas.

Os resultados demonstram a prevaléncia e a impoatalas trés espécies virais
detectadas nas amostras, o que esta em concorgantiautros relatos em diferentes paises
viticolas do mundo (MARTELLI, 2009) e, indiretamentambém expresso pelo niumero de

sequéncias destes trés virus depositadas no bartamlds do NCBI (GenBank) (Tabela 2).

Andlises das sequénciasTodas as 12 sequéncias obtidas para os virus RSPaV,
GLRaV-2 e GLRaV-3 foram comparadas com regides meas homodlogas de outros
isolados disponiveis no GenBank, através de andbsé&lentidade de nucleotideos (nt) e

aminoacidos deduzidos (aad), além de terem sidoetidlas a andlises filogenéticas.

RSPaV (ldentidade do gene da proteina capsidialNas comparac¢des de sequéncia foram
considerados os isolados-tipo de RSPaV completamsduenciados (RSPaV, RSPaV-1),
suas estirpes (SG1, BS, SY, PN) além do isoladoOZF2ujo gene foi expressado no
Capitulo Il deste trabalho e o isolado RSP-SP dobéim vinhedos de Sao Paulo (Pereira,
2008).

Pela analise de identidade de nt do gene comp&toR] verifica-se que os isolados
caracterizados CS1 e 1S2a apresentaram maioresdades de nt com os isolados SG1
(95,7%) e BS (91,5%), respectivamente. As idengdatk nt e aad apresentadas entre os dois
isolados caracterizados foram de 84,7% e 81,8%ectisamente. Em relagédo ao isolado tipo
da espécie (RSPaV-1), o isolado CS1 apresentotiddee de 91,6% (nt) e 89,5% (aad) e o
isolado IS2a apresentou 84,7% (nt) e 89,5% (aadan@o comparados com o0s outros dois
isolados brasileiros, CF207 caracterizado por Raddeal. (2009), também proveniente de
vinhedos do Rio Grande do Sul e RSP-SP caracterpzadPereira (2008), verificou-se baixa
identidade de nt, entre 82,9-90,6% (Tabela 8).
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Tabela 8 - Identidade (%) das sequéncias de nucleotideax(lla diagonal) e de aminoacidos
deduzidos (acima da diagonal) do gene da protedpaidial (780 pb) entre diferentes isolados de

Rupestris stem pitting-associated virus.

RSPaV  RSPaV-1 SG1 BS SY PN Cs1 IS2a CFR3P-SP

RSPaV - 99,6 95,7 92,6 92,6 93,4 89,5 89,5 98,1 8091,
RSPaVv-1 99,4 - 96,1 92,6 93,0 93,4 89,5 89,5 98,4189
SG1 90,9 90,8 - 90,7 91,5 91,8 88,8 87,2 94,5 89,1
BS 82,4 82,5 81,9 - 92,6 95,3 84,5 93,0 93,4 96,9
SY 85,2 85,6 85,8 84,2 - 93,4 85,3 88,0 93,8 92,2
PN 82,6 83,0 81,1 88,1 84,3 - 85,7 91,1 94,2 94,9
Cs1 91,4 91,6 95,7 83,2 85,7 82,4 - 81,8 88,0 92,7
IS2a 84,7 84,7 83,5 91,5 85,1 89,1 84,7 - 89,5 83,3
CF207 96,8 96,8 88,8 84,6 86,2 84,7 89,7 85,1 - ,692
RSP-SP 83,7 81,2 85,0 92,8 84,4 87,6 82,9 90,6 86,1 -

Cddigos dos nucleotideos dos isolados no GenBa#{se RSPaV (AF026278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, @Y368590, EUA), PN (AY368172, EUA), CS1
(GU166290, Brasil), 1IS2a (GU166289, Brasil), CFZBF636804, Brasilp RSP-SP (DQ443732, Brasil).

Pbéde-se verificar, com base na andlise filogenélizagene da proteina capsidial
desses isolados, a formacdo de agrupamentos akstiatsemelhanca de outros trabalhos
(RADAELLI et al., 2009; LIMA et al., 2006a; MENG etl., 2006; NOLASCO et al., 2006;
NAKAUNE et al., 2008). Observa-se a formacédo deopmkenos dois grupos, no qual o
isolado 1S2a se apresenta no grupo Il, proximoismlados RSP-SP (Brasil), BS (Canadd) e
PN (Estados Unidos) (Figura 3).
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Figura 3 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizadlatjida com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias de nucleotideos do genmtdng capsidial (780 pb) dos isolados de
Rupestris stem pitting-associated virus. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostraasramos.
As barras indicam numero de substituicGes de ntidkms por sitio (50 = 0,05). Cdédigos dos
nucleotideos dos isolados no GenBank e pais: R§RE026278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, A\Y368590, EUA), PN (AY368172,
EUA), CS1 (GU166290, Brasil), IS2a (GU166289, BlastF207 (EF636804, Brasil) e RSP-SP
(DQ443732, Brasil). Para o grupo externo da arfairatilizado a espécie tipo do génefpple stem
pitting virus (ASPV, Foveavirus, NC_003462).

Pereira (2008) também caracterizaram o gene da eCBnd isolado brasileiro de
RSPaV (RSP-SP, DQ443732), provenientes de vinhddokstado de Sao Paulo, e este
apresentou maior identidade da sequéncia de ntoc@wlado canadense BS. Por analogia o
isolado IS2a caracterizado neste trabalho seria ptékimo ao isolado de S&o Paulo do que o
isolado CS1 (Tabela 8).

Os dois isolados “estrangeiros” (SG1 e BS) conaites mais préximos dos isolados
brasileiros foram caracterizados por Meng et &0%2) e apresentaram 81,9% de identidade
de nt entre si (Tabela 8). Estes autores demoastraxperimentalmente que a infec¢cdo da

videira cv. St. George com o isolado SG1 é assiatiocm
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RSPaV (Identidade do fragmento do gene da replicaske 339 pb):A andlise de identidade
de nt dos isolados onde se amplificou parcialmé®8 pb) o gene da replicase demonstrou
que o isolado CS2b apresentou maior identidadetd®mm o isolado Hail (96,1%). Ja o
isolado IS2b apresentou maior identidade de ntedolado SG1 (91,0%) (Tabela 9).

Tabela 9 - Identidade (%) das sequéncias de nucleotideaEx(lula diagonal) e de aminoacidos
deduzidos (acima da diagonal) da sequéncia pai@8 pb) do gene da replicase dos diferentes

isolados ddRupestris stem pitting-associated virus.

RSPaV RSPaV-1 SG1 BS SY PN CS2b Hail IS2b
RSPaVv - 100 98,2 99,1 93,6 95,4 94,6 95,4 98,0
RSPaV-1 97,8 - 98,2 99,1 93,6 95,4 94,6 95,4 98,0
SG1 88,8 89,6 - 99,1 94,5 96,3 955 96,3 98,0
BS 89,5 89,1 90,0 - 94,5 96,3 955 96,3 99,0
SY 77,0 76,4 78,2 78,6 - 96,3 93,7 95,4 96,0
PN 80,9 81,0 81,7 81,5 80,6 - 97,3 98,1 98,0
CS2b 81,4 80,9 80,9 81,3 80,9 84,0 - 98,1 97,0
Hail 81,4 80,6 81,2 80,7 82,4 84,9 96,1 - 96,0
1S2b 87,6 87,8 91,0 89,9 78,8 80,4 804 80,1 -

Cddigos dos nucleotideos dos isolados no GenBgd{se RSPaV (AF026278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, @Y368590, EUA), PN (AY368172, EUA), CS2b
(HM059038, Brasil), Hail (AB277787, Japao), 1S2iM858051, Brasil).

Pdde-se verificar, com base na analise filogenéidcaequéncia parcial de nt do gene
da replicase, a formacéo de pelo menos trés gropds, os isolados 1S2b e CS2b encontram-
se no grupo Il (SG1 - EUA, BS - Canada e IS2b sBra no grupo lll (Hail - Japao, PN -
EUA e CS2b - Brasil, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizadlatida com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias parciais de nucleotideyndd339 pb) da proteina replicase de isolados de
Rupestris stem pitting-associated virus. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostraaa@sramos.

As barras indicam numero de substituicGes de ntidems por sitio (10 = 0,01). Cdédigos dos
nucleotideos dos isolados no GenBank e pais: R§RE026278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, B\Y368590, EUA), PN (AY368172,
EUA), CS2b (HM059038, Brasil), Hail (AB277787, JapdS2b (HM358051, Brasil). Para o grupo
externo da arvore foi utilizado a espécie tipo 8nayo:Apple stem pitting virus (ASPV, Foveavirus,
NC_003462).

RSPaV (ldentidade do fragmento do gene da replicasde 831 e 628 pb)Para aqueles
isolados em que foi amplificado parcialmente (8%) p gene da replicase do RSPaV,
verificou-se que estes isolados (CS2a e IS1) apaasen maiores identidades de nt com os
isolados SG1 (92,4%) e RSPaV (96,4%), respectiveanés identidades de aad apresentadas
pelos isolados caracterizados, quando comparadosatros isolados disponiveis em banco
de dados, foi entre 80,7-89,4% (CS2a) e 81,1-90(884) e entre os dois isolados
caracterizados foi de 87,2% (nt) e 91,3% (aad) nQoi@stes dois isolados foram comparados
com o isolado tipo da espécie (RSPaV-1), verifitasa identidades de nt de 87,1% e 96,2%
e de aad de 88,4% e 90,5%, respectivamente (ThDgla
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Tabela 10- Identidade (%) das sequéncias de nucleotide@sxlla diagonal) e de aminoacidos

deduzidos (acima da diagonal) do gene parcial (83dpa proteina replicase entre diferentes isolados

de Rupestris stem pitting-associated virus.

RSPaV RSPaV-1 SG1 BS SY PN CS2a IS1
RSPaVv - 98,1 93,4 97,8 87,3 89,8 88,7 90,9
RSPaV-1 98,0 - 93,1 96,7 86,9 89,4 88,4 90,5
SG1 86,6 86,3 - 93,8 87,3 89,1 89,4 85,8
BS 86,2 86,0 85,6 - 88,7 89,8 89,1 89,4
SY 75,6 76,0 76,8 77,8 - 86,2 80,7 81,1
PN 77,8 77,5 78,4 76,5 76,1 - 83,3 83,6
CS2a 87,2 87,1 92,4 86,1 76,0 77,9 - 91,3
IS1 96,4 96,2 85,5 85,3 75,9 77,1 87,2 -

Caddigos dos nucleotideos dos isolados no GenBgd{se RSPaV (AF026278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, @Y368590, EUA), PN (AY368172, EUA), CS2a

(HM059036, Brasil), IS1 (HM059037, Brasil).

A analise filogenética da sequéncia parcial de anfprbteina replicase destes dois
isolados, verificou-se a formacéo de pelo menos gipos: grupo |, formado pelos isolados
RSPaV - EUA, RSPaV-1 - EUA, IS1 - Brasil e o grdpaontendo os isolados SG1 - EUA e

CS2a - Brasil (Figura 5).
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Figura 5 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizadlatida com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias parciais de nucleotidgend@831 pb) da proteina replicase dos isolados de
Rupestris stem pitting-associated virus. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostraaba@sramos.

As barras indicam numero de substituicGes de ntidems por sitio (50 = 0,05). Cdédigos dos
nucleotideos dos isolados no GenBank e pais: R§RE0W26278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, BA\Y368590, EUA), PN (AY368172,
EUA), CS2a (HM059036, Brasil), IS1 (HM059037, BtasPara o grupo externo da arvore foi
utilizado a espécie tipo do génehqple stem pitting virus (ASPV, Foveavirus, NC_003462).

Para o isolado 1S3, em que foi amplificado parcelte (628 pb) o gene da replicase,
verificou-se maior identidade de nt com o isolado($1,1%), sendo que as identidades com
os demais isolados foram bem inferiores (menores7gy4%). A identidade de aad com o

isolado SY foi de 93,3% e com os demais isoladomferior a 78,5% (Tabela 11).
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Tabela 11- Identidade (%) das sequéncias de nucleotidea@sx@lla diagonal) e de aminoacidos
deduzidos (acima da diagonal) do gene parcial (&28a proteina replicase entre diferentes isolados

de Rupestris stem pitting-associated virus.

RSPaV RSPaV-1 SG1 BS SY PN IS3

RSPaVv - 97,3 84,2 88,1 72,6 75,0 73,7
RSPaV-1 97,6 - 87,1 87,6 77,0 74,0 76,8
SG1 86,8 87,2 - 85,1 78,5 75,1 70,4
BS 88,1 87,9 87,5 - 76,0 76,5 77,0
SY 72,7 72,8 71,0 73,8 - 77,9 93,3
PN 76,4 75,4 72,8 77,3 73,8 - 78,5
1S3 74,1 74,3 73,1 74,4 91,1 73,5 -

Cddigos dos nucleotideos dos isolados no GenBa#{e RSPaV (AF026278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, @\Y368590, EUA), PN (AY368172, EUA), IS3
(HM130524, Brasil).

As andlises de identidade de nt confirmam os m@$o#t obtidos com os
oligonucleotideos especificos para o RSPaV-SY, plesionstraram que o isolado 1S3
corresponde realmente a estirpe Syrah do RSPaV.

Pdde-se verificar pela analise filogenética, qusotado 1S3, quando comparado com
diferentes isolados, resultou na formacédo de p&onas dois grupos: grupo |, formado pelas
estirpes tipicas do RSPaV (RSPaV - EUA, RSPaV-WA)e Il, formado pela estirpe Syrah,
caracterizada nos EUA (SY - EUA) e o isolado beasil (1S3 - Brasil) (Figura 6).
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Figura 6 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizadlatida com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias parciais de nucleotidgend@628 pb) da proteina replicase dos isolados de
Rupestris stem pitting-associated virus. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostraaba@sramos.

As barras indicam numero de substituicGes de ntidems por sitio (20 = 0,02). Cdédigos dos
nucleotideos dos isolados no GenBank e pais: R§RE0W26278, EUA), RSPaV-1 (NC_001948,
EUA), SG1 (AY881626, EUA), BS (AY881627, Canaday, BA\Y368590, EUA), PN (AY368172,
EUA), 1S3 (HM130524, Brasil). Para o grupo extedaoarvore foi utilizado a espécie tipo do género:
Apple stem pitting virus (ASPV, Foveavirus, NC_003462).

Neste trabalho verificou-se a existéncia de vdrddtie significativa entre os isolados
de RSPaV estudados, independente dos genes (cosmpet parciais) caracterizados,
confirmando resultados anteriores, obtidos por $taeet al. (2006), Nakaune et al. (2008),
Meng et al. (2006) e Radaelli et al. (2009). Corsebaa identidade das sequéncias de nt,
verificou-se que o gene da CP (84,7-91,6%) se wmogstmais conservado que o gene da
replicase (80,9-96,4%) a excecédo do isolado SY €BaB a 11) confirmando resultados
obtidos por Alabi et al. (2010).

A maior variabilidade apresentada pelos isoladoR8PaV estudados, foi observada
com o isolado IS3 (RSPaV-SY), o qual apresentontidade de nucleotideos com isolados
tipo desta espécie, de 74,1-74,3% (nt) e 73,7-7a8d) (Tabela 11). Lima et al. (2006a)
caracterizaram originalmente o isolado de RSPa\gdado RSPaV-SY (estirpe Syrah) e
observaram que a identidade de nucleotideos corosoisblados foi de, aproximadamente,
77%. Adams et al. (2004) definem que identidadeseatpuéncia de nucleotideos menor que
72% ou que 80% para aminoacidos, nos genes CP &, &kEerminam a demarcacdo de
novas espécies para a famBigtaflexiviridae.
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GLRaV-2 (ldentidade do fragmento do gene da CP de34 pb): Pela analise de identidade
de nt dos isolados em que foi amplificado parciat®€431 pb) o gene da CP, verificou-se
que os isolados CS2 e IS3 apresentaram maioresda@es de nt e aad com o isolado H4
[92,5% (nt) e 93,7% (aad); 92,7% (nt) e 93,6% (aeehpectivamente]. A identidade de nt
entre os dois isolados foi considerada alta (98,8%9m o isolado tipo da espécie (93/955)
foi de aproximadamente 87% (Tabela 12).

Tabela 12- Identidade (%) das sequéncias de nucleotide@sx(loa diagonal) e de aminoacidos

deduzidos (acima da diagonal) do gene parcial @3tlp proteina capsidial parcial dos diferentes
isolados désrapevine leafroll-associated virus 2.

PN 93/955 RG BD H4 CS2 1S3
PN - 96,5 88,8 83,2 93,7 95,8 95,0
93/955 91,2 - 88,8 82,5 93,7 93,7 93,6
RG 75,6 75,8 - 82,5 87,4 86,7 86,6
BD 73,08 75,9 77,7 - 83,2 83,2 82,3
H4 88,4 86,07 77,2 75,6 - 93,7 93,6
CS2 87,7 87,2 77,2 75,1 92,5 - 97,8
1S3 87,9 87,4 77,7 76,1 92,7 98,8 -

Cadigos dos nucleotideos dos isolados no GenBaNk(AF039204, EUA), 93/955 (NC_007448, Africa do

Sul), RG (AF314061, EUA), BD (DQ286725, ltalia), HAY697863, Italia), CS2 (HM059035, Brasil), IS3
(HM358050, Brasil).

Verificou-se, com base na analise filogenéticas#agiéncias parciais de nt do gene da
proteina capsidial dos isolados CS2 e 1S3 a formdeérés grupos, estando os dois isolados

estudados (CS2 e IS3) incluidos no grupo |, juntdeneom o isolado H4 (Figura 7).
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Figura 7 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizadlatida com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias parciais de nucleotidemndd431 pb) da proteina capsidial dos isolados de
Grapevine leafroll-associated virus 2. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostradsgamos. As
barras indicam numero de substituicbes de nuckmdidpor sitio (20 = 0,02). Codigos dos
nucleotideos dos isolados no GenBank: PN (AFO3920/4), 93/955 (NC_007448, Africa do Sul),
RG (AF314061, EUA), BD (DQ286725, Italia), H4 (AYBR63, Italia), CS2 (HM059035, Brasil), 1S3
(HM358050, Brasil). Para o grupo externo da arvoieutilizado a espécie tipo do génerBeet
yellows virus (BYV, Closterovirus, NC_001598).

O isolado H4 foi caracterizado por Abou Ghanem-8abaovic et al. (2000) como
sendo uma variante biolégica do GLRaV-2, distinta outros isolados transmitidos
mecanicamente do mesmo virus, devido a diferergasaacdes em hospedeiras herbaceas e
na sequéncia do gene da CP. Este autores venficqua o isolado H4 induz lesdes locais
necroéticas eniNicotiana clevelandii, além de infeccdo sistémica émoccidentalis. O isolado
H4 diferiu em aproximadamente 12% na sequéncia de igene da CP em relagc&o a outros
isolados deste mesmo virus. Meng et al. (2005b}rarasn que o isolado americano, 93/955
diferiu em 7,4% de nt quando comparado ao isoldd@R1,1% com o isolado H4. Radaelli
et al. (2009) caracterizaram seis isolados brassi@leste virus e destes, trés (M/C, MH e RI),

também se mostraram mais proximos ao isolado H4.

GLRaV-2 (Identidade do fragmento do gene HSP70 de28 pb): Para o isolado CS1, em
que foi amplificado parcialmente (623 pb) o genepdateina HSP70, verificou-se maior
identidade de nt com o isolado PV20 (94,8%), e 4@%,2% com os demais isolados, onde
esta incluso o isolado tipo da espécie (93/955).r&lacdo a identidade de aad, esta foi de
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98% entre os isolados CS1 e PV20 e de aproximadan839% com os demais isolados

(Tabela 13).

Tabela 13- Identidade (%) das sequéncias de nucleotide@sx(lola diagonal) e de aminoacidos

deduzidos (acima da diagonal) do gene parcial (#23da HSP70 entre os diferentes isolados de

Grapevine leafroll-associated virus 2.

PN 93/955 RG BD Alfie SE Cs1 PV20
PN - 93,3 85,7 86,2 86,2 83,8 85,3 86,6
93/955 88,2 - 85,3 84,3 84,3 83,8 84,8 84,7
RG 74,4 74,1 - 91,9 91,9 98,9 83,8 84,2
BD 75,04 74,1 80,8 - 99,0 90,4 82,8 84,2
Alfie 75,7 74,3 81,3 98,1 - 90,4 82,8 84,2
SE 73,2 73,4 97,4 79,7 80,2 - 82,3 82,8
Cs1 74,0 74,9 74,0 75,2 74,7 73,4 - 98,0
PV20 73,4 74,3 75,8 75,9 75,2 75,3 94,8 -

Cadigos dos nucleotideos dos isolados no GenBarsse PN (AF039204, EUA), 93/955 (NC_007448, Africa
do Sul), RG (AF314061, EUA), BD (DQ286725, ltalid)fie (AY456132, Nova Zelandia), SE (HM130523,
Brasil), CS1 (HM059039, Brasil), PV20 (EF012721arhga).

Verificou-se também, com base na andlise filogeagt formacdo de quatro grupos,

sendo que o isolado CS1 foi incluido no grupojlihtamente com o isolado PV20 (Figura 8).
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Figura 8 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizadlatida com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias parciais de nucleotidegEndq623 pb) da proteina HSP70 dos isolados de
Grapevine leafroll-associated virus 2. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostradsgamos. As
barras indicam numero de substituicbes de nuckmdidpor sitio (50 = 0,05). Codigos dos
nucleotideos dos isolados no GenBank e pais: PR32#04, EUA), 93/955 (NC_007448, Africa do
Sul), RG (AF314061, EUA), BD (DQ286725, ltalia), fial (AY456132, Nova Zelandia), SE
(HM130523, Brasil), CS1 (HM059039, Brasil), PV20F@®.2721, Franca). Para o grupo externo da
arvore foi utilizado a espécie tipo do génddeet yelowsvirus (BYV, Closterovirus, NC_001598).

O isolado PV20 foi caracterizado por Beuve et 2007), tendo apresentado baixa
identidade nt com os demais isolados incluidos elagestudo. Isto também foi verificado
neste trabalho, pois a alta identidade verificadaeeos isolados CS1 e PV20 nao foi
verificada com os demais isolados.

Os isolados inseridos nas analises de identiddittegenia, PN (MENG et al., 2005b),
RG (ROWHANI et al.,, 2002), BD (BERTAZZON & ANGELINI2004), H4 (ABOU
GHANEM-SABANADZOVIC et al.,, 2000) e Alfie (BONFILIQI et al., 2003), sao

distantemente relacionados com o isolado tipo desiacie (isolado 93/955).

GLRaV-3 (ldentidade do gene da proteina capsidial)Pela analise de identidade de
nt do isolado IS2, em que foi amplificado o genmpleto (942 pb) da CP, pdde-se verificar
que este isolado apresentou maior identidade demto isolado GP18 (98,4%). O isolado
IS2 apresentou as seguintes identidades de nt guamaparado a outros isolados brasileiros:
92,9% (Petl), 92,8% (Pet2), 92,7% (Pet3) e 97, 78R Tabela 14). Os isolados brasileiros

36



Petl, 2 e 3 (DIANESE et al., 2005), apresentarami@éntidade de nt entre si, e menor com o
isolado Pet4. Todos estes isolados sao provenidateshedos de Petrolina (PE) (FAJARDO
et al.,, 2007b). Em relacdo ao isolado tipo da esp@tY), verificaram-se identidades de

92,3% (nt) e 93,9% (aad) (Tabela 14).

Tabela 14- Identidade (%) das sequéncias de nucleotidea@sx(lla diagonal) e de aminoacidos
deduzidos (acima da diagonal) do gene completo (#%)2da proteina capsidial entre diferentes

isolados désrapevine leafroll-associated virus 3.

GP18 Pet4 Petl Pet2 Cl766 Dw2 Pet3 1S2 NY

GP18 - 97,4 95,5 95,2 95,5 95,5 95,2 98,0 94,5
Pet4 97,5 - 95,8 95,5 95,8 95,8 95,5 96,4 94,8
Petl 93,01 93,4 - 99,6 100 100 99,6 94,8 99,0
Pet2 92,9 93,3 99,8 - 99,6 99,6 99,3 94,5 98,7
Cl766 92,8 93,2 99,5 99,4 - 100 99,6 94,8 99,0
DW2 92,8 93,2 99,6 99,5 99,4 - 99,6 94,8 99,0
Pet3 92,8 93,2 99,7 99,6 99,3 99,4 - 94,5 98,7
1S2 98,4 97,7 92,9 92,8 92,7 92,7 92,7 - 93,9
NY 92,4 92,9 99,4 99,3 99,0 99,1 99,2 92,3 -

Cadigos dos nucleotideos dos isolados no GenBaase GP18 (EU259806, Africa do Sul), Pet4 (AY75820
Brasil), Petl (DQ680141, Brasil), Pet2 (DQ680142adH), CI766 (EU344893, Chile), DW2 (DQ119574,
China), Pet3 (DQ062152, Brasil), IS2 (HM059034,8)aNY (NC_004667, EUA).

Com base na analise filogenética, verificou-serendgdo de dois grupos distintos,

com o isolado CS1 incluido no grupo Il, cujos mewssbapresentaram identidades de 97,5-

98,4% (nt) (Figura 9).
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Figura 9 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizadlatida com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias completas (942 pb) de tidetesodo gene da proteina capsidial dos isolados
de Grapevine leafroll-associated virus 3. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostradssamos.

As barras indicam numero de substituicGes de ntidems por sitio (50 = 0,05). Cdédigos dos
nucleotideos dos isolados no GenBank e pais: GPWU259806, Africa do Sul), Pet4 (AY753208,
Brasil), Petl (DQ680141, Brasil), Pet2 (DQ680142add), CI766 (EU344893, Chile), DW2
(DQ119574, China), Pet3 (DQ062152, Brasil), 1S2 @89034, Brasil), NY (NC_004667, EUA).
Para o grupo externo da arvore foi utilizado a eisp&rapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-

1, Ampelovirus, AF195822).

GLRaV-3 (Identidade do fragmento do gene HSP70 de93 pb): Pela andlise de identidade
de nt do isolado I1S1, em que foi amplificado pdnsemte (593 pb) o gene da proteina HSP70,
verificou-se que este apresentou maior identidadet @om o isolado WC-HSP-2 (98,1%). A
identidade de aad com outros isolados variou e3ift8-98,9%. O isolado IS1 apresentou
identidades de 94,1% (nt) e 97,9% (aad) com odsdiipo da espécie (NY) (Tabela 15).
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Tabela 15- Identidade (%) das sequéncias de nucleotidea@sx(lla diagonal) e de aminoacidos

deduzidos (acima da diagonal) do gene parcial gB93la proteina HSP70 entre diferentes isolados de

Grapevine leafroll-associated virus 3.

GP18 WC-HSP-2 M.T NY CL766 Nz-1  WC-HSP-10 IS1
GP18 - 97,5 98,4 98,0 98,5 87,6 86,5 98,9
WC-HSP-2 97,9 - 97,4 96,5 97,0 86,0 87,0 97,9
M.T 95,6 94,5 - 99,5 100 88,3 87,3 98,4
NY 95,2 94,1 99,3 - 99,5 88,1 86,0 97,9
CL766 95,1 93,9 99,1 98,8 - 88,6 86,5 98,4
NZ-1 76,2 75,5 77,1 76,5 77,2 - 86,3 87,3
WC-HSP-10 71,3 71,3 71,9 72,3 71,6 71,8 - 87,3
IS1 97,8 98,1 94,4 94,1 93,9 75,8 72,3 -

Codigos dos nucleotideos dos isolados no GenBapkie GP18 (EU259806, Africa do Sul), WC-HSP-2
(EF103903, Africa do Sul), M.T (AHO013319S2, RepdhliTcheca), NY (NC_004667, EUA), CL766
(EU344893, Chile), NZ-1 (EF508151, Nova Zelandi&)C-HSP-10 (EF103904, Africa do Sul), 1S1

(HM059040, Brasil).

A andlise filogenética da sequéncia parcial de ot geéne da proteina HSP70

demonstrou a formacao de pelo menos dois grupesngando-se o isolado caracterizado
(IS1) no grupo |, juntamente com os isolados dacAfdo Sul, WC-HSP-2 e GP18 (Figura

10).
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Figura 10 - Arvore filogenética por parciménia, ndo enraizaolatjda com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias parciais (593 pb) de ridele®ido gene da proteina HSP70 dos isolados de
Grapevine leafroll-associated virus 3. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostradsgamos. As
barras indicam nimero de substituicdes de nuckmtigor sitio (50= 0,05). Cédigos dos nucleotideos
dos isolados no GenBank e pais: GP18 (EU25980&a\fio Sul), WC-HSP-2 (EF103903, Africa do
Sul), M.T (AH013319S2, Republica Tcheca), NY (NC4667, EUA), CL766 (EU344893, Chile),
NZz-1 (EF508151, Nova Zelandia), WC-HSP-10 (EF1039&i#ica do Sul), IS1 (HM059040, Brasil).
Para o grupo externo da arvore foi utilizado a eisp&rapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-

1, Ampelovirus, AF195822).

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalam fobtidos por Fajardo et al.
(2005). Os autores observaram a ocorréncia de sei@sévariantes do GLRaV-3 em uma
mesma planta, com base na sequéncia parcial do deneroteina HSP70, obtendo
homologias de 75,1-81% com o isolado tipo desta@sgNY).

A Tabela 16 apresenta um resumo dos resultadossti@moe de identidade de
sequéncias, apresentando a relacdo de isoladomrgsiros” que exibiram maiores

identidades de nucleotideos com os isolados leshiglados neste trabalho.
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Tabela 16 -Relacéo de isolados “estrangeiros”, depositaddSemBank e que apresentaram maiores
identidades de nucleotideos com os isolados vil@iRSPaV, GLRaV-2 e GLRaV-3, caracterizados

neste trabalho.

Vi . o . Caddigo no Isolado viral Isolado “estrangeiro”
frus Gene sequenciado n° nucleotideos X e .
GenBank caracterizado com maior identidade
proteina capsidial (completey) 780 GU166289 €St SGL - EUA
/ 780 GU166290 IS2a BS - Canada
831 HM059036 CS2a SG1 - EUA
RSPaV 831 HM059037 IS1 RSPaV - EUA
replicase (parcial) 339 HM059038 CS2b Hal - Japéo
340 HM358051 IS2b SG1 - EUA
628 HM130524 IS3 (estirpe SyrahpY - EUA
proteina capsidial (parcial) 431 HMO59035 €S2 H4 - ltél.ia
GLRaV-2 / 431 HM358050 1S3 H4 - Italia
proteina de choque térmico 623 HM059039 cs1 PV20 - Franca
70 (HSP70) (parcial)
proteina capsidial 942 HM059034 1S2 GP18 — Africa do Sul
GLRaV-3 (completa) . _
proteina de choque térmico 593 HM059040 1S1 WC-HSP-2 - Africa do
70 (HSP70) (parcial) Sul

A frequente infeccdo viral multipla em videiras,mem verificado neste trabalho, a
impossibilidade (RSPaV e GLRaV-3) ou a dificuldatetransmissdo (GLRaV-2) dos virus
estudados para hospedeiras herbaceas impedem icultalii bastante a geracdo de
informacfes sobre as caracteristicas biologicaseslasolados, tais como sintomatologia

especifica, viruléncia, etc.

Deteccdo sorolégica dos isolados caracterizado®s resultados da deteccédo
soroldgica por meio do teste ELISA corresponderatagralmente aos resultados obtidos pelo
teste molecular (RT-PCR), para os trés virus adadia RSPaV, GLRaV-2 e GLRaV-3
(Tabela 17). Como descrito anteriormente, a cvS&uvignon Y. vinifera) expressa varios
sintomas de infeccao viral a partir do meio aolfti@ ciclo vegetativo, j& na cv. Isabdl. (
labrusca) estes sintomas sao muito mais discretos ou negacoh a se expressar, ndo sendo
observados sintomas tipicos em todo seu ciclo atget

Assim, o teste ELISA se apresenta como uma boenatiea, principalmente, para
indexacdo de um namero maior de amostra, por ssatielade, praticidade e baixo custo
(Tabela 17).
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Tabela 17 - ELISA indireto das cinco amostras de videiragapa presenca dos virus RSPaV e
GLRaV-2 e ELISA direto para GLRaV-3. Valores dasulas de absorbancia no comprimento de
onda em 405 nm, aproximadamente 2 horas apés doadig substrato. Resultado de RT-PCR,

conforme consta na Tabela 6.

Virus Amostra Isolado Absorbancia (405 nm) RT-PCR
Rupestris du Lot (Sadia) - 0,24 (-) Q)
Cabernet Sauvignon, planta 1 Cs1 1,62 (+) +)
Cabernet Sauvignon, planta 2 CS2 1,82 (+) +)
RSPaVv
Isabel, planta 1 IS1 1,11 (+) (+)
Isabel, planta 2 I1S2 1,08 (+) (+)
Isabel, planta 3 IS3 0,67 (+) +)
Rupestris du Lot (Sadia) - 0,18 (-) )
Cabernet Sauvignon, planta 1 cs1 0,99 (+) (+)
Cabernet Sauvignon, planta 2 Cs2 0,98 (+) (+)
GLRaVv-2
Isabel, planta 1 IS1 0,60 (+) +)
Isabel, planta 2 IS2 0,69 (+) +)
Isabel, planta 3 IS3 0,44 (+) (+)
Rupestris du Lot (Sadia) - 0,11 () )
Cabernet Sauvignon, planta 1 cs1 0,16 (-) Q]
Cabernet Sauvignon, planta 2 CS2 0,16 (-) ()
GLRaV-3
Isabel, planta 1 IS1 1,27 (+) +)
Isabel, planta 2 1S2 1,27 (+) (+)
Isabel, planta 3 IS3 1,24 (+) (+)

Diferencas observadas nas sequéncias de nucleptidede aminoacidos do gene da
CP podem ter efeito sobre todas as funcbes destaima, incluindo o reconhecimento
sorolégico (BERTAZZON & ANGELINI, 2004). Portant@ variabilidade genética deste
gene deve ser considerada, uma vez que algunepitta CP sdo a base para que 0s
anticorpos a reconhecam e possam reagir em ELIBSBARDO et al., 2007a). Contudo, os
resultados obtidos neste trabalho demonstram gemsibilidade dos anti-soros testados néo
foi afetada pela variabilidade apresentada petdadss testados.

O baixo titulo viral comumente verificado em vide& a variabilidade genética podem
conduzir a resultados falso-negativos em testeslG@pcos e até moleculares. Assim, a
escolha dos métodos mais adequados, com base masedaticas virais, pode definir o

sucesso da detecgao viral.
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Deteccao de virus em cochonilhas vetoraAs amostras de cochonilhBfanococcus
citri e Pseudococcus viburni, coletadas nos meses de outubro a fevereiro eepientes de
vinhedos de Petrolina (PE) e de Caxias do Sul (RSpectivamente, foram avaliadas para a
presenca dos virus GVA, GVB, GLRaV-1 e GLRaV-3 @lakl8). A partir da amostra &
citri n. 40 foi possivel detectar o GVA (Figura 11C). &laostra deP. viburni “caxias”
detectou-se GLRaV-3, e na amostra “venturin”’, GLRR\GVA e GVB (Figuras 11B, 11C e
11D, respectivamente). Nas demais amostras nam fdedectado nenhum dos virus testados.
O GLRaV-1, também transmitido por pseudococcideés, foi detectado em nenhuma das
amostras (Figura 11A), contudo, ainda ndo ha relateua transmisséo pelas duas espécies de
cochonilhas avaliadas neste trabalho.

Tabela 18- Relacdo das amostras de cochonilhas vetoras l{&aR8eudococcidae) testadas por RT-

PCR para a presenca de virus.

Ordem Espéci Amost Localizacso do Virus

no gel =SPecie mostra vinhedo GVA GVB GLRaV-1 GLRaV-3
1 Pseudococcus viburni avirulifero, mantido em labororatério
2 Planococcus citri n. 40 Petrolina, PE (+)* - - -
3 Planococcus citri n. 51 Petrolina, PE - - - -
4 Pseudococcusviburni  caxias Caxias do Sul, RS - - - +
5 Planococcus citri n. 53 Petrolina, PE - - - -
6 Pseudococcusviburni  venturin  Caxias do Sul, RS + + - +

(+)* fragmento sequenciado e depositado no GenBank.
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose dos produtos daG® &Ppartir de RNA total extraido de
cochonilhas. GéigA) Grapevine leafroll-associated virus 1; (B) Grapevine leafroll-associated virus

3; (C) Grapevine virus A; (D) Grapevine virus B; Amostras: (M) Marcador DNAPstl; (1)
Pseudococcus viburni, avirulifero; (2)Planococcus citri, amostra n. 40; (F}lanococcus citri, amostra
n. 51; (4) Pseudococcus viburni, amostra caxias; (5Planococcus citri, amostra n. 53; (6)

Pseudococcus viburni, amostra venturin.

Em diversos trabalhos na literatura, ha comprovag@oas cochonilhas das familias
Pseudococcidae e Coccidade sdo vetoras de alguepésies virais em videiras (Tabela 3).
Nestes trabalhos demonstrou-se que GVA, GVB e GL:Baddem ser transmitidos entre
videiras por diversas espécies de cochonilhasralestquais incluem-g& viburni e P. citri
(ROSCIGLIONE et al., 1983; LA NOTTE et al., 1997ABAU et al., 1995; KUNIYUKI et
al., 2005 e 2006; WOERNER, 1983; CID et al., 200ABALEIRO & SEGURA, 1997;
GOLINO et al., 1995).

As detec¢gBes promovidas neste trabalho comprovdistatus” de viruliferas para
cochonilhas presentes em duas importantes regifdeslas, bastante distintas e distantemente
localizadas. Apesar de um numero reduzido de aa®ystoi possivel verificar que as

cochonilhas apresentam grande potencial de aqoidiggarticulas virais, demonstrando sua
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grande importancia epidemioldgica na disseminagited patdgenos, a exemplo da amostra
“venturin”, na qual foi detectada a presenca ddréteespécies virais.

A deteccao sorologica ou molecular de virus diretamde cochonilhas pode fornecer
resultados falso-negativos devido ao baixo titulaly ou devido a variabilidade viral
(MINAFRA & HADIDI, 1994; ACHECHE et al., 1999). Cando, a metodologia empregada
e os resultados obtidos neste trabalho demonstiseaeficiente a detecc¢éo viral por RT-PCR
a partir de cochonilhas viruliferas. A extracdo RINAt pelo método do Reagente TRIzol
permitiu obter acidos nucléicos virais de alta mizmle e integridade e o numero de
cochonilhas utilizadas por amostra na extracdomesmos, foi suficiente para permitir a
detecccdo molecular. Os oligonucleotideos empregatdiemonstraram-se eficientes na
deteccao dos isolados virais.

Através da analise de identidade de nt do isol&i¥0Pobtido enP. citri, para o qual
foi amplificado parcialmente (451 pb) o gene da Gdmprovou-se tratar-se de GVA. Este
isolado apresentou maior identidade de nt com ladsoP163-1 (90,2%) e de aad com o
isolado LQ58 (97,8%). A identidade de nt, apresimfaor este isolado obtido de cochonilha,
com outros dois isolados brasileiros de GVA, foi8fg7% (GVA-SP) e 88,5% (GVA-RS).
Este isolado, quando comparado com todos os isoldponiveis no banco de dados do
NCBI (GenBank), apresentou maiores identidadest dem isolados da Africa do Sul, China
e Brasil (Tabela 19).
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Tabela 19- Identidade (%) das sequéncias de nucleotide@sx@lla diagonal) e de aminoacidos

deduzidos (acima da diagonal) do gene parcial (#bda proteina capsidial de diferentes isolados de

Grapevine virus A.
GVA-SP GVA-RS GTR1-1 P163-1 LQ58 92/778MSH18-1 PC40

GVA-SP - 94,9 84,3 83,8 84,3 97,9 97,9 88,5
GVA-RS 89,4 - 85,3 84,8 85,3 94,9 94,9 92,1
GTR1-1 81,1 85,6 - 99,4 97,9 84,8 84,3 97,1
P163-1 81,9 85,1 96,9 - 97,4 84,3 83,8 96,4
LQ58 80,7 82,4 94,1 92,8 - 84,8 84,3 97,8
92/778 92,3 89,4 82,2 82,3 82,6 - 97,9 89,2
MSH18-1 93,3 89,5 81,6 82,4 79,4 93,3 - 88,5
PC40 80,7 88,5 90,0 90,2 89,4 82,3 81,1 -

Codigos dos nucleotideos dos isolados no GenBaréis PC40 (HM358052, Brasil), GVA-SP (AY340581,
Brasil), GVA-RS (AF494187, Brasil), GTR1-1 (DQ78M%Africa do Sul), P163-1 (DQ855088, Africa do Sul)
LQ58 (DQ911145, China), 92/778 (AF441234, Africasid), MSH18-1 (DQ855085, Africa do Sul).

A analise filogenética da sequéncia parcial deanC@® indicou a formacéo de pelo
menos dois grupos: sendo que o isolado PC40 seteaam grupo |, juntamente com dois
outros isolados da Africa do Sul (GTR1-1 e P1621jm isolado da China (LQ58) (Figura

12).
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Figura 12 - Arvore filogenética por parcimdnia, ndo enraizaolatjda com o software MEGA 4.1,
baseada nas sequéncias parciais de nucleotidemndd451 pb) da proteina capsidial dos isolados de
Grapevine virus A. Valores percentuais de “bootstrap” sdo mostramesramos. As barras indicam
numero de substituicdes de nucleotideos por €00=(0,02). Codigos dos nucleotideos dos isolados
no GenBank e pais: PC40 (HM358052, Brasil), GVA{B¥340581, Brasil), GVA-RS (AF494187,
Brasil), GTR1-1 (DQ787959, Africa do Sul), P163E1Q855088, Africa do Sul), LQ58 (DQ911145,
China), 92/778 (AF441234, Africa do Sul), MSH182Q855085, Africa do Sul). Para o grupo

externo da arvore foi utilizado a espédigracleum latent virus (HLV, Vitivirus, X79270).

O resultado também demonstrou que o GVA apreseqmi@ssiva variabilidade entre
diferentes isolados. Goszczynski & Jooste (2008)atarizaram oito isolados deste virus, que
exibiam diferentes sintomatologias e observaraormdcao de trés grupos distintos, os quais
apresentaram de 91-99,8% de variabilidade de ntalery8-89,3% entre os grupos.

O estudo da relacdo entre virus-vetor € uma argariia promissora e importante para
a epidemiologia (FUCHS et al., 2009). A metodolagjiapregada para a deteccdo de virus em
cochonilhas vetoras mostrou-se simples, rapidanfida@l. Os resultados obtidos também
reforcam, mesmo que indiretamente, a importanci@eepoldgica dessas espécies de
cochonilhas, uma vez que videiras mantidas poraswhos no campo, na presenca destes
insetos podem estar sujeitas a infeccdo. Assimosgrécaucdes deveriam ser tomadas em
regibes viticolas do Brasil, principalmente, emalsconde se mantém matrizes livres das
principais viroses da videira.

Este estudo contribui com informacdes que permitaerfeicoamentos na execucao

de testes sorologicos e moleculares visando a esage caracterizacao viral, tornando-as
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mais consistentes e confiaveis. Isto auxiliara paralcangar maior eficiéncia na indexagem

viral em materiais propagativos e em testes deaoti
2.5 Anexos

Anexo 1 —Sequéncias virais de nucleotideos (linha supegode aminoacidos deduzidos
(linha inferior) obtidas e depositadas no GenBabkdigo no GenBank e descricdo do

virus/isolado.

GU166289 - 780 plRupestris stem pitting-associated virus, isolado CS1, gene completo da proteina
capsidial.

at ggcaagt caaat t gggaaact ccct ggcgaat caaat gaggcat t t gaagcccggct g
M A S QI GKULUPGE SNEAFEARIL
aaat cact ggagt t ggct agagct cagaagcagccagaaggct caaacacaccgcccat t
K S L EL A RAQKQPEGSNTUPP I
ctcagtggtgtgcttgccaaacgtaagagggttattgagaatgcactctcaaagacagtg
L V L A K R K V I ENAL S KTV
gacatgagggaagtgttgaaacatgaaacggttgtaatttctccaaatgtcatggatgag
DMREVLKMHETVVI SP NV MDE
ggt gcaat agat gagct gat t cgt gcat t t ggagaat caggcat agct gagaacgcacaa
G AI DELI RAFGESGI A ENADRQ
tttgat gt ggccat agat at agcacgt cact gct ct gat gt t ggaagct cccaaaggt ca
F DVAI DI A RHZCSUDVSGS S QR S
acctt gat t ggcaaaagt ccat t ct gt gat ct gaat agat cagaaat t gccgggat t at a
T LI GK SPZFOCDLNRSEI AGI I
agggaggtaaccacatttgcgcagattttgcatgtactatgcaaaaatcgtgtggaatat
EV TTFAQI L HV L CKNIZRVEY
ccatctggagacggggataccccagctaattgggcaaagaaaggatttaatgagaatgaa
P S GD GDTWPANWAIKIKGFNE N
aaatttgcagcctttgacttcttcct gggagt cacagat aagagt gcgcet t gaaccaaag
K FAAAFDZF FUL GV TDIKSALE P K
ggt ggaat caaaagagct ccaacaaaagct gagat ggt cgct aat at cgcctcttttgag
G Gl KRAPTIKAEMVYANI A S FE
gtt caagt gct cagacaggct at ggct gaaggcaagcggagt t ccaacct t ggagagat t
V Q VL RQAMAETGIKIRSSNUL GEI
agt ggt ggaacggct ggcgeact cat caacaacccctttt caaat gt t acacat gaat ga
S GGTAGAL I NNPFSNVTHE*

GU166290 - 780 plRupestris stem pitting-associated virus, isolado IS2a, gene completo da proteina
capsidial.

at ggcaagt caaat t gggaaact gcct ggcgaat caaat gaagcat at gaagcccgact t
M A S QI GKULUPGE SNEAYEARIL
aaggct t t agagt t agcaagggct caaaaagct ccggaagt ct ct aat caacct cccacg
K AL EL ARAQKAPIEVSNOQPWPT
cttagtggcattct ggct aaaaggaaaagagt aat t gagaat gcact ct cgaagacagt t
L S GI L AKRIKWRVI ENALSKTV
gacat gcgt gaggt t t t gaggcat gaat ct gt t gt gct ct ccccaaat gt gat ggat gag
DMREVLRHESVVL SPNVMDE
ggagcaat agat gagct gat t cgcgect t t ggggagt caggcat agct gagaat gt gcaa
G AI DEULI RAFGESGI A ENWYVDOQ
tttgatgttgcaatagacattgcccgtcattgcet ct gat gt gggaagcet cccagaggt ca
F DV AI DI ARHCSUDVSGS S QR S
acctt gat t ggt aagagcccct t ct gcgagt t aaat aggt ct gaaat agct ggaat t at a
T LI G K SPFI CELNRSEI A G I
agagaggtgaccacgctgcgtagattttgcatgtactacgcaaaaattgtgtggaacatc

vV T L RRFCMYYAIKI V WN I
catctggagacgggaataccaccagctaattgggccaagaaaggatttaatgagaatgaa
HL ETGI P P ANWAIKIKGTFNENE
aagtttcagcccttgacttcttccttggagttacagat gaaagcgeccgctt gaacct aag
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K F QPLTSSLELQMKAWPULE P K
ggtggtgtcaagagagctccaacaaaagcagaaatggtcgctaatatcgcctcttttgaa
V K RAPTIKAEMVANI A S FE
gttaaagtgctcagacaaactatggctgaaggaaagcggagctccaatcttggagagatc
V K VL RQTMAEGIKIRSSNUL G E I
agt ggcggaacggct ggggegcet t at caat aacccctttt caaat gt t acacat gaat ga
S GGTAGAL I NNPFSNVTHE*

HMO059036 - 831 pbRupestris stem pitting-associated virus, isolado CS2a, gene parcial da proteina da
replicase.

caagcat gct ct t ggcaact gcagt gat ccccccagaagt get ggt cggt t ct cct gagage

s ML L ATAVI PPEVLVGSPE S
cttaacccttgggcct accagt acaaaat t agt agcgat cagct gct ct t cgct ccagat
L NP WAY QYK I S SDOQLULF AUPD

ggcat ct ggaat gagat gt at t cacaacct t t gt cat gcagat act t act aaaggcaaga
Gl WNEMY S QPUL SCRYULL KAR
tcggt ggt t ct gcccgaggect cgegetatt ct gtt gat at ccat t caccccaaaat t ct
\Y S RY SV DI HS P QNS
gccaccacttgcttagttttcccccat gggcaat ctttgacct caaacat gaggtgtttt
A T TOCULVFPH GOQSLTSNMMRTECF
t ccggt t t ggacgcaat aggcat aaaggat ct t gagcct ct aagccgt ggcat gcacagt
S GL DAI GI KDLEWPLSRGMMHS
tgtttcccagt gcat cat gat gt cgt aaccaagat at acct tt act t aagaact ctt aag
CF PV HHDVVTIKI YL YL RTTL K
aagccagacaaggagt ct gct gaggcaaagct t cgt caact cat t gacaagcccacaggg
K P DKESAEAIKILIROQLI DKWPT G
agggagat aaaat t catt gaggatttttcctcattagttat aagct gt ggaaggagt ggc
R EIl K F I EDZF S SL VI S CGRS G
tctttgcttatgectaacatttctaagcet agt catatcattcttctgccgaat gatgcca
s L L MPNI SKULUVI S F FCRMMP
aat gccctt gct aggctctcttcaaatttt cgagagt gttcactagattcatttgtttac
N AL ARLSSNVFRETCSLDSU FVY
tcacttgagccattcaacttttcagttaacttagtggacataactcctgatttctttgag
S L EPFNFSVNLVDI TUPDFF E
cacttatttcttttctcctgcct cagt gaatt gat ggaggagaacgt t gaggt ggt caag
HL FL F SCUL SELMETENVEV VK
gacaat t cttggt ct ggact cggggat ccgcaat t caat cgt cagaggg
D NS WSGL GDUPQQFNIROQR

HMO059038 - 339 pbRupestris stem pitting-associated virus, isolado CS2b, gene parcial da proteina da
replicase.

tcagcacgctgttttggttcgetttgeaccttacat gcgat acatt gaaaagaagct cat g

QHAVL VRFAPYMRY Il EKIKIULWM
caagcat t gaaacccaact t ct at at t cact caggcaaaggt ct t gat gagct aaat gaa
QAL KPNFY Il HS GKGLDETL NE

t gggt t agggcaagaggt t t cacaggt gt at gcacagagt cagact at gaagctttt gat
WV RARGFT GV CTESUDYEATFD
gcat cccaggaccatttcat cttggcattt gaact gcaaattatgagatttttaggactg
A S QDHF I L A F EL QI MRUFUL GL
ccagaagat ct aat t ct ggact at gaat t cat caaaat t cat ct t ggt t caaagct t ggc
P E DL 1 L DY EF I KI HL GS K L G
tctttcgcgat aat gaget tt accggcgaggt aat cac
S FAI MSFTGE VI

HM358051 - 339 pbRupestris stem pitting-associated virus, isolado 1S2b, gene parcial da proteina
replicase.

agacaat agcgt gcttt caacat gct gt t ct ggt ccgetttgcacctt at at gagat at att
T 1 A CFQHAYVLVRFAPYMRY.I
gaaaagaagct gat gcaagccct aaagcccaact t ct at at ccat t caggt aaaggcect a
E K KL MQALKWPNUFY I HSGIKGIL
gat gagt t gaat gagt gggt caaagct agaggat t t act ggcat ct gcacagaat ct gat
DELNIEWYVKARGEFTGI CTE S D
tacgaggcttttgat gcct cccaagaccatttcat cct agcattt gagtt gcagat aat g
Y EAFDASOQDMHT FI L A FELOQI M
aaatttttggggttgect gaggatctaattttggattatgaattcat aaaaat ccacttg
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K F L GL P EDUWL1 L DY EV F1 K1 HL
gggtcaaagcttggttcattctctataatgaggttct
S KL GSFSI MRF

HMO059037 - 831 pbRupestris stem pitting-associated virus, isolado 1S1, gene parcial da proteina da
replicase.

caagcatgctcttggcaactgcagtaatccctccagaagtgctggttggctctcctgagagt
S ML L ATAVI PPEV LYV S P E S
cttaacccttgggcctaccagtacaaagtcagtggcaaccaactactcttcgcaccagat
L NP WAY QY KV S GNOQQLULFAWPD
ggcaact ggaat gagat gt act cacaacct t t gt cat gcagat act t gct caaggccaga
GNWNEMYSQPL SCRYULL KAR
tctgtagttctgcccggggect cgeget act cggt t ggeccat catt ccact caaaattta
S vVvLPGASRY SV GHHSTQNL
gcccecacttgettagttttccceccat ggggaat ctttgacct caaccat gcgatgtttt
AP TCLVZFWPHGESLTSTMRTZCF
t ct ggct t cgat gcaat aggcat aaaagat ct t gaacct ct aagccgt ggcat gcacagt
S GF DAI GI KDLEWPLSRGMMHS
tgcttcccagt acat cat gat gt t gt aact aagat at at cttt at t t gagaact ct caag
CF PV HHDVVTIKI YL YL RTTL K
aagccagat aaggagt ct gccgaggcaaagct t cgacaact cat agaaaaacccacaggg
K P DKESAEAIKILIROQLI EKWPTG
agggagat aaagttt at cgaggattttt cct cact agt aat aaat t gt gggaggagt ggc
R E 1 K F I EDZF S SL VI NCGRSG
tctttgcttatgcccaacatttctaagttggtcatatcattcttttgccggat gatgcca
s L L MPNI SKULUVI S FFCRMMP
aat gcact cgccaggctttcttctagetttcgagagtgttcacttgattcatttgtgtac
N AL ARLSSSFRETCSLDSU FVY
tcacttgagccctttaatttttccattaatttggtggatatcactcctgatttctttgag
S L EPFNWJFSI NL VDI TUPDFF E
catttatttctctcctcctgcct aaat gagt t gat cgaggagaacgt t gaagaggt cat g
HL FL SSCULNZETLI EENVEEVM
gacaattcttggtttggacttggggacttacaatt caat cgccagaggg

D NS WF GL GDUL QF NIRQR

HM130524 - 628 pbRupestris stem pitting-associated virus, isolado 1S3, gene parcial da proteina da
replicase.

aggat t ccaaact gt agagcaagct gcat gt gct cat cct gt gaat gat gctctttgcatt
G F QTVEOQAACAHUPVNDA AL C I
gatt t ggct caaccgt ct gt caagaaat tt gaaaaat cttttt gt ct t gaggaat t gaaa
DL AQPSV K K FEIKSFCULETEL K
attccggttggggtcttaccaaagccctttgattgggtagtgaagaacatcagcttcaat
| \% V L P K P F D WYV YV N 1 S F N
gataaactaagggggaggcgagcttctttcttttcaaaacctggaatcctgagttatagc
DKLRGRRASFZFSIKWPGI L S Y S
t acaat gggggcagccat acgagcct cggt t ggccaaaat t t ct t gat gaaat cctt age
Y NG G S HTSL GWPKUFULDETI L S
ttcact ggt ggcecgt agt t act at aact cat gct t agt ccaaat gt at gaggagaat t ca
F T GGRSYYNS ST CLV QMYEENS
aagt t agcct t gcat aaggat gacgaaagct gt t at gagcct ggacat aaagt t t t gact
K L AL HKDUDES ST CYZEWPG GHI KWVLT
gt caat ct aat cggt t cagccact t t cacagt cagt aagact ggaaacct agt t gaagga
V NL I GS ATZFTV S KT GNL YV E G
aaccattgcagcctaacaattgaacccagcgagttctttgagatgcctcggggtatgcaa
N HCSULTI EPSEZFFEWMP G M Q
agcagctttttccatggtgtttccaattgccttagtgggcgagtgtctttgacattccgg
S S FFHGVSNT CLSGRVSLTFR
cgt caaaaact ggaagat gacgaccaa

R QKULTETDTDTDOQ

HMO059039 - 623 pbGrapevine leafroll-associated virus 2, isolado CS1, gene parcial da proteina de
choque térmico 70.

ttgggttggagtttgcgacgactttttcgact gttt gt gt gt at aaggacggt cgagt gt ac
G L EFATTFSTVCVYKDGRVY
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tcttttaaacaaaacaatt ccgcgt acattccgacgtatctctaccttttctcaaattct
S FKQNNSAY Il PTYULYULF S NS
aacgat at gact t t cgggt at gaggct gaat cgct cat gcacaacccgaaagt gaggggc
N DMTUFGYEAESLMHNUPI KV R G
tctttttatagagatttgaaacgttgggtagggtgtgatggtaataacctggatgagtac
S FYRDUL K W VvV D N N L D E Y
tgcgagcgtttaaaaccgcattattcagttcgattagtgaagattggtgctggtttgaat
CERLIKWPHY SV RL V | A N
gaaaccgtttcgataggtaactacgggggcactgtcaaatccgaggtgcatttaccgggt
E T V S | N Y G T K S EV HL P G
ttgatagcgagttttattaaatcgatggtcagttgtgcagagtcggctttcgcctgcccc
LI A SFI K SMV S CAESAFATCP
tgcact ggaat agt tt gt t cagt t cct gcgaat t acgat agt gt t caaaggaact t cact
cC T GI vCSVPANYUDSVQRNFT
gaccaat gcgt gacat t gagt ggat at cgat gcgt gt acat ggt caacgaacct t ct gct
DQQCVTLSGYRCVYMVNTEUPSA
gccgecct tt cgacct gt aat at gat aaat aagaaat ccgcaagt ct agccgt at at gat
A AL ST CNMMI NIKI K SASLAVYVYD
tttggcggcggcacctt cgac

F G G G T F D

HMO059035 - 431 pbGrapevine leafroll-associated virus 2, isolado CS2, gene parcial da proteina
capsidial.

ct agt ct aaat ggt gt cgat aagaaact t ct agct gcggaagt t at aaaaat gt t ggt gcaa
S L NGV DI K KULILAAEVI KML V Q
aagggt gccect aacgaaggt at agaagt gat ctt cggt ct acttctttacgcget cgeca
K GA P NEGI EVI F GL L L Y AL A
gcaagaact acgt cgcct aaggt t cagcgecgecgat t ct gact t aat at t ct caaacagt
A RTTSUPIKVQRADSUDIULII F S NS
t t cggagagagaaacgt agt ggt gacggagggt gacct t aaaaaagt t ct cgacgggt gt
F GERNVV V TEGDIU LK KKV L D GTC
gcgcect ct cact aagt t cact aacaaact t agaacat t cggt cgcact t t cact gaggcec
A PLTIKZFTNIKLIRTFGRTFTEA
tacat cgacttttgtattgcgt at aagcat aagt t acct caact caat gccgcagcagaa
Y I DF CI AY KHIKILP QL NAA
tt agggat accagct gaagat t cat actt agct gcagat ttt ct aggcact t gcccgaag
L GI P A EDSYULAADU FLGTTCUPK
ctctctgaa
L S E

HM358050 - 431 pbGrapevine leafroll-associated virus 2, isolado 1S3, gene parcial da proteina
capsidial.

ct cgt ct aaat ggt gt cgat aagaaact t ct agct gcggaagt t at aat aat gt t ggt gcaa
R L NGVD K KLLAAEVI I ML VQ
aagggtgctcctaacggcggtatagaagtgatcttcggtctacttctttacgcgctcgca
K G A P N G Il E VI F GL L L Y AL A
gcaagaactacgtcgcctaaggttcagcgcgccgattctgacttaatattctcaaacagt
ARTTSUPIKVQRADSUDULI F S NS
ttcggagagagaaacgtagtggtgacggagggtgaccttaaaaaagttctcgacgggtgt
F G E R NV V V E G DL K K V L D GOZC
gcgcctctcactaggttcactaacaaacttagaacattcggtcgcactttcactgaggcc
AP LTRFTNIKLRTFGRTFTEA
tacatcgacttttgtattgcgtat aagcat aagtt acct caact caat gccgcagcagaa
Y I DF CI AY KHIKULWPOQLNAAAE
tt agggat accagct gaagat t cat act t agct gcagat t tt ct aggcact t gcccgaag
L 61 P A EDSYLAADUZ FLGTTCUPK
ctctctgaa
L S E

HM130523 - 596 pbGrapevine leafroll-associated virus 2, isolado SE, gene parcial da proteina de

choque térmico 70.

ttcgggacgactttttcgacggt ct gcgt gt at aaagat ggt aaggttt act cat t caaa
F G T TF STV CVY KD GIK VY S F K
caaaacaat t ct gcgt acat t ccgacat acct ct accttttct ccgaaaccaat cacat g
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Q NNSAY 1|l P TYLYLF S ETNMHM
gtttttggttatgaagccgaatcactgatgcataatgcgaaggtgagaggctctttcttt
V F Y E A ESL MHNA G S F F
agggacttaaaacgctgggtgggttgcgactccagcaactttagtgactactttgatcgc
R DL KRWVGCDS SN FSDYF DR
ct gaagccacact at gcggt t cgcccgt at aaaat aggt act ggt ct gaat gat acggt g

L KPHY AVRPYKI GTGLNUDTV
att at aggaaact acgggggt accgtt cgt t ccgaagt gcat t t gt t agcact aat agct
Il 1 GNY GGTVIRSEVHLILA AL I A
tcctttatcaaggcgat ggttagttgtgccgagaatgetttttcttgeacttgecacggga
S FI KAMVYSCAENAFS ST CTT CT G
gt gat at gt t cagt gccagcgaat t at gacagt gt t cagaggaat t t cact gat cagt gc
v i CSVPANYUDSVOQRNZFTDOQTZC

gtttccttgagtgggtatcaatgtgtgtacatggtcaacgaaccatccgcggctgcttta

V S L S GY Q V Y MV N A A L
tcagcgtgcaatctgataaacaagaagtcggcgaacttggctgtatacgattttgg
S ACNWLI NKIKSANULAVYDF

HMO059040 - 593 pbGrapevine leafroll-associated virus 3, isolado I1S1, gene parcial da proteina de
choque térmico 70.

tttgggacgactttcagcacaatctgcttttccccat ct ggggt cagt ggtt gt act cct
F GTTUFSTI CFSPS GV S GCTP
gtagctggtagtgtttacgttgaaacccaaattttcgtacctgtaggtagcagtacttat
vV A VY V ETQI F VPV GSSTY
ttaattggtaaagcagcggggaaagcttatcgcgacggtgtagagggaaggttgtatgtt
L 1 K A K Y R Y V
aacccgaaaaggtgggtaggtgtgacgagggataacgtcggacgttacgttgagaaatta
N P K D N V G Y V E K L
aaacccacatacaccgtaaagatagacagcggaggcgccttattaatcggaggtttaggt
K P TYTVIKI DSGGALILI GGWL G
t ccggaccggacacct t at t gagggt cgtt gacgt gatat gttt att ct t gagagecttg
s GP DTWLLRVVDVI CLFULIRA AL
at act ggagt gcgaaaggt at acgt ct act acggt t acagccgcagt cgt aacggt accg
Il L ECERY T STTVTAAVV TVP
gctgattat aact ccttt aaacgaagct t cgtt gt t gaggcact gaaaggt ctt ggt at a
A DY NSFKRSFVVEA ALK KGTL GI
ccggttagaggtgttgttaacgaaccgacagccgcagccctctattccttagctaagtcg
P Vv V V N A ALY S L AK
cgagtagaagacctattattagcggttttcgacttcggcggcggcaccttcga

R V EDULLL AV FDUFGGGT F

HMO059034 - 942 pbGrapevine leafroll-associated virus 3, isolado 1S2, gene completo da proteina
capsidial.

at ggcat t t gaact gaaat t agggcagat at at gaagt t gt ccccgaaaacaat ct gaga
M A F EL KLGQI Y EVVPENNILR
gttagagtaggggatgcggcacaaggaaagtttagtaaggcgagtttcttaaaatacgtt
\Y Q K F S KASUZFL K Y V
aaggacgggacgcaggcggagttaacaggaatcgctgtagtgccggaaaagtacgtattc
K D T Q A E L T I AV V P E K Y V F
gccacagcagctttagctacagcggcacaggagccacctaagcagccgacaacgcaagtg
AT A AL ATAAQEWPPIKOQPTTQV
gt ggaaccaccagaagccgat at aggggt ggt gccggaat ct gagact ct t acaccaaat

V EPPEADI GVVPESIETULTPN
aagct ggtttttgagaaagat ccagacaagttctt aaagact at gggt aaggggat agct
K L VFEIKUDWPUDI KU FULIKTMGIKGI A
tt ggact t aacggggggt acccat aaaccgaaagt t at t aacgaaccgggaaaagtt cca
L DL TGGTHI KWPIKVI NEUPGIKVTP
gtagaggtagcaatgaagattaataccgcattggtagagctgtgtaagaaggttatgggc
V EV A MKI NTAL V E L K \Y

tccgatgactcaacacccaagacaaaattcttcttgtacgtgatgcagatcgcttgcacg
S Db SsSTWPIKTIKFFULYV MQI ACT
ttctttacatcgtcttcgacggagtt caaggagtt cgact acat agaaacggacgat gga
FFTSSSTEZFKEFDY Il ETDDG
aagaagat at at gcggt gt gggt at acgat t gcat t aaccaagct gccgcet t caacgggt
K K1 Y AV WYV Y DU CI NQAAAST G
t acgaaaacccggt aaggcagt at ct agcat act t cacgccaacct t gat cacggcgacc
Y ENPVRQYLAYFT®PTULI TAT
ct gaat ggt aaact ggt gat gaat gaaaaggt cat ggcacagcat ggagt accaccgaaa
L NGKULVMNEI KV MAQHGYV P P K
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ttctttccgtacgegattgact gcgttcgt ccgacgt acgat ct gt t caat aacgacgca
FFPYAI DCVRWPTYDULFNNDA
at act agcat ggaat t t agct agacagcaggcgt t t agaaat aagacggt gacggccgat
I L AWNLAROQQAFRNIKTVTAD
aacacct t acacaacgt ctt ccaact at t gcaaaagaagt ag
N T L HNVF QL L Q K K *

HM358052 - 451 pbGrapevinevirus A, isolado PC40, gene parcial da proteina capsidial.

ggggaggtagatatagtaggacctaatgctagcaggaagaccggcctggatccacggggt
E V I V. G P N A S R T D P
aaaataaacgtgagcagcatggtggcgcgaatgaggactctcagcgcagccgtaagcgag
KTl NVSSMVARMRTIL S AAV S E
ggacct gt caagggggcaaccct aaggcagat gt gcgagccat t cgct caaaacgcet t ac
G PV KGATLIRQMZCEWZPFAQNAY
gactttctggtcgttat ggcagagct ggggacgt at acgcagt t agct t ct aagat gact
DFL VVMAETLGTYTOQLASIKMT
aggt cgggct t caaggagccacaggt t at gt t cgact t t gcgt cgggcet t agact t gaag
R S GF K EPQVMFDZFASGL DL K
acct t aact ct acaggaagcaact gt t at acaat ccat gcact ct cgt ct cttt cgt act

T L TL QEATVI Q S MHSIRULUFRT
gaaggggcaaagggtgtgttcaacgctcagtctagcgtcggcgagcaagctgtcgagata
E FNAQS SV Q AV E I

tagatggatgacccatcatttctcacgggta
*
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3 CAPITULO II: Producdo de anti-soro policlonal utili zando a proteina capsidial
recombinante doRupestris stem pitting-associated virus

3.1 Resumo

O lenho rugoso da videira, doenca viral transmedgdelo material propagativo, € uma das
viroses de maior importancia econémica para edtarau Os sintomas sao caracterizados
pelo desenvolvimento de reentrancias (caneluradg¢m e as videiras afetadas geralmente
apresentam declinio e redugdo da producdoRupestris stem pitting-associated virus
(RSPaV), familiaBetaflexiviridae, génerd~oveavirus, € o agente causal da doenca. O objetivo
deste Capitulo foi produzir anti-soro policlonaillishndo a proteina capsidial recombinante
do RSPaV e avaliar sua especificidade e sensitdida deteccdo de diferentes isolados deste
virus. O gene da proteina capsidial (CP), com 780dp isolado CF207 de RSPaV, foi
amplificado via RT-PCR a partir de RNA total deeird infectada, clonado em vetor pGEM-
T Easy e sequenciado (acesso GenBank EF636804xgdnto foi subclonado no sitio de
restricAoEcoRI no vetor de expressdo pRSET-B e o plasmideoneicante foi utilizado
para induzir a expressao da CP em célulassdeerichia coli estirpe BL21:DE3. A proteina
capsidial, ligada a uma cauda de seis histidimagurificada por meio de cromatografia de
afinidade em coluna de Ni-NTA a partir do extratopioteinas totais extraidas ecoli. A
identidade da proteina purificada foi confirmada®D5-PAGE éMestern blot, utilizando-se
anticorpos comerciais contra a cauda de seis imasd A CP recombinante expressada
vitro apresentou massa molecular de cerca de 31 kDa (28&Da correspondentes aos
aminoacidos histidina ligados ao N-terminal). Atpipa purificada foi quantificada e 2,55 mg
utilizados para a imunizacdo do coelho. O anti-gooticlonal obtido reagiu com a CP
expressada do RSPaV éfestern blot e com extratos de videiras infectadas por este &m
ELISA indireto. A expressao de proteina capsidiatombinante apresenta-se como
alternativa para o desenvolvimento de anticorpqeedBcos, base para um diagndéstico

soroldgico confiavel.

Palavras-chave.videira, RSPaV, proteina recombinante, sorologiaiabilidade
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3.2 Introdugéo

O lenho rugoso (“Rugose wood”) da videik4t(s spp.), que ocorre em vinhedos no
Brasil e em varios outros paises viticolas do muyadon complexo de quatro espécies virais,
caracterizadas por induzir alteracdes no lenhocBnie em videiras, com reflexos negativos
na quantidade e qualidade dos frutos (MARTELLI, 3;98REDI, 1997; FAJARDO et al.,
2004a). Deste complexo faz parte a viroRepestris stem pitting - RSP” (CREDI, 1997;
STEWART & NASSUTH, 2001), conhecida por “lenho &sto de Rupestris” em Séao Paulo
e por “caneluras do tronco de Rupestris” no Rion@eado Sul (ESPINHA et al., 2003).

O Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) foi identificado e caracterizado
molecularmente (MENG et al., 1998; ZHANG et al.98Pcomo agente causal das caneluras
do tronco de Rupestris. E classificado na fanBéeaflexiviridae e no génerd-oveavirus
(MARTELLI & JELKMANN, 2000), possui particulas algadas e flexuosas com cerca de
800 x 12 nm, proteina capsidial (CP) com massacutziede 28 kDa e genoma formado de
RNA de fita simples e senso positivo com 8.726 entdtleos (nt), organizados em cinco fases
abertas de leitura (ORFs). A ORF 5 (nt 7.771 a®.%%difica 0 gene CP (MENG et al.,
1998; ZHANG et al., 1998; FAUQUET et al., 2005; MANRA et al., 2000).

A videira € a Unica hospedeira natural do RSPaVe q@o é transmitido
mecanicamente e até o momento ndo tem vetor cathéEAJARDO et al., 2004a). A
transmissdo do RSPaV ocorre através da enxetizantio-se gemas infectadas, enquanto a
dispersdo se da por meio de material propagatifectado (MARTELLI & JELKMANN,
2000).

Ha relatos de sua transmissdo em de sementes dpangen em baixa taxa (LIMA et
al., 2006b). Trabalhos relatam que o RSPaV € umsujue apresenta diversas sequéncias
altamente variantes, além de ocorrer comumente ideiras em infeccbes mistas, 0 que
dificulta a definicdo de suas propriedades bioldgioesta hospedeira (MENG et al. 1999;
MENG et al., 2005a; FAJARDO et al., 2004a). Nakaenhal. (2008) e Radaelli et al. (2009)
estudaram a variabilidade do RSPaV associada &0 leigoso e destacaram a importancia
deste tipo de estudo, por meio de analises de seqsé&le diferentes isolados, para implantar
melhorias no diagndstico.

Radaelli et al. (2009) sequenciaram o gene da ipetEapsidial de nove isolados de
RSPaV, definindo a formacéo de quatro grupos migtiefds, cujos membros apresentaram

identidades de 81,1 a 99,7% entre si. Lima et 2006a) caracterizaram um isolado de
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RSPaV, designado RSPaV-SY (estirpe Syrah), e olserv que a identidade de nt com
outros isolados de RSPaV foi de até 77%. Lima.gR809) também caracterizaram um outro
isolado de RSPaV, designado RSPaV-PN (estirpe Riowj, e verificaram identidade de nt
entre 76-78% com outros isolados de RSPaV.

Verifica-se que métodos moleculares, como a RT-R@R séo plenamente adequados
como teste de rotina para a indexacdo de granderoude amostras. Normalmente este
volume de amostras € manipulado, por exemplo, esgramas que visam a producdo de
material propagativo livre de virus. Em funcdo @ostos e da relativa complexidade de
execucdo, a RT-PCR e a indexagédo em indicadorbedas, que apresenta a desvantagem do
longo periodo requerido até a expressdo de sintolaaam relativa desvantagem, por
exemplo, em relacdo aos testes soroldgicos (NIC&El., 2004). Também foi demonstrado
que a indexacdo por RT-PCR de videiras infectadtdizando-se oligonucleotideos para um
isolado especifico, pode resultar em falso-neggiara outro (BERTAZZON & ANGELINI,
2004; NOLASCO et al., 2000; BEUVE et al., 2007).

Pelas razdes anteriormente descritas, tradiciomaéna sorologia tem sido indicada
para a diagnose de virus em grande numero de @sostrm destaque para o teste ELISA
utilizando anti-soros policlonais especificos (ZIEBRMANN et al., 1990; LING et al.,
2001). Contudo, a indisponibilidade de anti-soroserciais contra o0 RSPaV e, em especial,
contra isolados locais, o que dificulta a detesg#ologica deste virus.

Considerando-se o fato de o gene da proteina calpg(@dP) ser relativamente
conservado entre variantes/estirpes do RSPaV (NQIA\8t al., 2006; ALABI et al., 2010),

a producdo de um anti-soro contra esta protein@rgodonstituir-se em uma ferramenta
importante para a deteccdo deste virus. Assim senpgimducdo de um anti-soro contra a CP
de um isolado brasileiro de RSPaV é muito interdgssgois permitiria a deteccédo do virus
em testes aplicaveis em larga escala, que podesemutilizados, por exemplo, em

levantamentos de ocorréncia deste virus ou em gr@y de producdo de material
propagativo livre de virus.

A producdo de anti-soros é normalmente realizadainjecdo de particulas virais
purificadas na corrente sanguinea de coelhos. tBntog a purificacdo viral normalmente é
um processo trabalhoso, e, comumente, pode reseitarpreparacbes com pureza e
concentracdes insatisfatorias, comprometendo aidgui® do anti-soro a ser produzido.
Também é comum que anti-soros produzidos a pagtipréparacdes purificadas distintas
possuam titulo e especificidades distintos (FAJARD@I., 2007a; RADAELLI et al., 2008).
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Especificamente, em relacdo a purificacdo de pdaticvirais do RSPaV a partir da
videira, dificuldades adicionais sdo mencionadasgexisténcia de hospedeiras herbaceas para a
manutencao e multiplicacéo deste virus; a conspaaEnca de complexos virais, com nula (ou
muito restrita) possibilidade de isolamento biatdgia caracteristica lenhosa desta planta e a
presenca de compostos polifendlicos que se oxidaitmiente; a baixa concentracdo viral na
planta infectada, restrita a tecidos especifidogrffa). Aliado a tudo isto, 0 RSPaV apresenta
particulas alongadas, o que pode favorecer a agrega fragmentacdo das mesmas no processo
de purificacdo (BARBIERI et al., 2004; NICKEL et,&004).

Com o desenvolvimento da biologia molecular, a afmm de genes virais de
proteinas estruturais (ex. proteina capsidial) &Ibt al., 1997; MINAFRA et al., 2000) ou
nao estruturais em vetores que permitam sua edarés8iou-se uma importante estratégia de
obtencdo de antigenos, o que resulta na obtencapatee quantidade da proteina viral
expressa.

Uma vez que, para a grande maioria dos virus degsdaa CP é a Unica proteina
estrutural com propriedades imunogénicas, um anti-produzido a partir da proteina livre
apresentara as mesmas propriedades daquele prodazigartir de particulas virais
purificadas. Além disso, como o protocolo de po&ifido da proteina a partir &e coli é
relativamente simples, preparacdes distintas p@ssuis mesmas propriedades, levando a
producdo de anti-soros que também apresentardesman propriedades (TARGON et al.,
1997; FAJARDO et al., 2007a; RADAELLI et al., 2008)

Os objetivos deste trabalho foram, expressar o dangroteina capsidial do RSPaV
em Escherichia coli, produzir um anti-soro policlonal e avaliar sugexificidade e
sensibilidade na deteccéo de diferentes isoladsie déus.

3.3 Materiais e métodos

Obtencéo do inserto: O gene completo da proteina capsidial do isoladal e
RSPaV, denominado CF207 (EF636804) (Anexo 1 desigt@o), obtido de videira cv.
Cabernet Franc, proveniente de um vinhedo expetaheéa Embrapa Uva e Vinho, Bento
Gongalves (RS), foi previamente amplificado conoligonucleotideos especificos RSPaV-v1l
viral (5 ATGGCAAGTCAAATTGGGAAAC 3) e RSPaV-cl cqgmementar (5
TCATTCATGTGTAACATTTGAA 3" (RADAELLI et al., 2009). Os produtos da

amplificacdo foram submetidos a eletroforese emdgehgarose e o fragmento de tamanho
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esperado foi recortado e eluido com auxilio dockinercial "HiYield™ Gel/PCR DNA
Extraction” (RBC Real Genomics), de acordo com sggeeificagcbes do fabricante. Em
seguida o fragmento purificado foi ligado ao vgd@EM-T Easy(Promega) e transferido
para Escherichia coli DH50 por meio de choque-térmico. O fragmento clonadb fo
sequenciado para a confirmacédo de sua identidedegeidade.

O clone bacteriano contendo o gene da proteinadiaipdo RSPaV com 780 pb, foi
inoculado em 5 ml de meio de cultura LB, contendpiailina (100ug/ml) e incubado sob
agitacdo a 3 por 12 horas. O DNA plasmidial recombinante fdr&do utilizando-se o kit
“Flexi Prep” (Amersham Biosciences), seguindo-seeaemendacdes do fabricante.

Construcéo do vetor de expressadd vetor de expressao pRSET-B (Invitrogen) foi
digerido com a enzima de restrigicoR| e em seguida, defosforilado utilizando-se areazi
fosfatase alcalina (CIAP) (Promega). O produtoalesacéo foi submetido a eletroforese em
gel de agarose e a banda correspondente ao vgaiddi foi recortada e eluida. O gene da
CP do RSPaV também foi removido do plasmideo pGElBSY pela digestdo com enzima
de restricad=coRl, eluicdo a partir de gel de agarose e, postasate, ligacdo ao vetor de
expressao.

A ligacdo entre o fragmento viral e vetor, a transfacao dé. coli DH5a e a selecao
de clones recombinantes foram realizadas de acoodo técnicas padrdo descritas por
Sambrook & Russel (2001). A orientacéo corretaggedo inserto no vetor foi comprovada
atravées de PCR com os oligonucleotideos T7 e RSHa\ pelo sequenciamento do

plasmideo recombinante.

Expressdo da CP/RSPaVPara a expressam vitro, a construcdo pRSET-B/CP
RSPaV foi transferida para a estirpe BL21:DE3deoli, utilizando-se a transformacéao por
choque térmico (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Apés mdtem meio de cultura LB
sélido com ampicilina (10@ug/ml), uma col6nia isolada foi inoculada em 5 mirdeio de
cultura LB liquido com ampicilina e cultivada p&hlsob agitacéo a 37°C. Utilizou-se 100 pl
deste pré-in6culo para o cultivo de 200 ml de Lddillo com ampicilina, incubando a 37°C
até atingir Oyoonm) aproximada de 0,5. Neste ponto a expressdo da iCiAdiazida por
adicdo de IPTG (isopropy-D-thiogalactopyranoside), na concentracao finaRdeM, e 6
horas ap06s a inducdo, as células foram coletadaseptrifugacéo (6000 g por 10 min). No

total, 700 ml de cultivo bacteriano foram induzidos
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Extracdo da proteina: Um extrato de proteinas totais Becoli foi obtido conforme
descrito por Noueiry et al. (1994), segundo prdimcodo desnaturante, envolvendo a
ressuspensdo do sedimento bacteriano em tampaseddiis-HClI 50 mM, NaCl 100 mM,
EDTA 2 mM, pH 8,0), tratamento com lisozima (0,5/mf e sonicacao para promover a lise
celular. Ao final, ressuspendeu-se o sedimento enh de tampédo N (NaHC£ 100 mM, pH
9,0) com SDS 1% (p/v).

Purificagdo da proteina expressa:A proteina CP/RSPaV foi purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de resina TNQiagen), conforme instru¢cdes do
fabricante e avaliada por eletroforese em gel deagdamida (SDS-PAGE, 4% gel
concentrador e 12% gel separador) corado €oomassie blue (SAMBROOK & RUSSEL,
2001) e também pdnestern blot (TOWBIN et al., 1979) utilizando-se anti-soro cooiar
(anti-His C-terminal/AP Ab, Invitrogen) contra auca de seis histidinas da proteina
expressada. A quantificacdo da proteina purificdaealizada por espectrofotometria, a
partir de leituras de absorbancias em comprimeatondia de 280 nm. A proteina purificada
foi dialisada em tampé&o fosfato 10 mM, pH 7,4, scido de 0,425% de NaCl (p/v).

Imunizacbes e sangrias do coelhoApds purificada e quantificada, a proteina foi
injetada em um coelho branco da raca Nova Zelauadaaproximadamente 35 dias de idade.
Foram realizadas cinco aplica¢des intramuscular@s@xa), a primeira delas com adjuvante
completo de Freund (Sigma) e as demais com adgvanbmpleto (1:1 v/v), a intervalos
semanais, com dosagens de 250, 350, 500, 650 @¢de proteina por imunizacdo. Uma
semana apods a Ultima imunizacao, iniciaram-se &as ocoletas de sangue (25-30 ml/sangria),
realizadas a intervalos também semanais. O sarmjetado foi incubado a 8C por uma
hora e a seguir por 30 minutos ®40 anti-soro recolhido foi centrifugado a 300pay 10

minutos, aliquotado e armazenado a°Q0

Purificacdo do anti-soro: A purificacdo da fracdo globulina G (imunogamagloia
G), a partir do anti-soro obtido, foi realizada poymatografia de troca idnica. Procedeu-se a
diluicdo de 2 ml de anti-soro em 18 ml de aguailddst Desta solucdo, foi obtido o
precipitado das proteinas pela adicdo de igualmwelude sulfato de amoénia saturado,

permanecendo em repouso por uma hora a tempesatiniante. A solucéo foi centrifugada a
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3000 g por 10 minutos, o sedimento foi ressuspeneid 2 ml de tampéao 1/2 PBS e dialisado
por 12 horas a°€ neste mesmo tamp3o.

A fracdo globulina foi separada da solucdo porcéliem coluna de DEAE-
SEPHACEL (Sigma) equilibrada com tampédo acetatosddio 25 mM (pH 5,2). A
concentracdo da IgG foi estimada mediante a ledarabsorbancia no comprimento de onda
de 280 nm, preservando-se as fragbes com valorebstebancia superiores a 1,0. Apés a

didlise em 1/2 PBS por 12 horas, a frac&o globdbneecolhida e armazenada a 20

AvaliagOes da especificidade do anti-sordEm ensaios preliminares, visando-se a
determinacao do titulo do anti-soro pelo teste BLii®lireto (ALMEIDA & LIMA, 2001) e
utilizando-se como antigeno a proteina capsidiaifipada (1:250 e 1:500 v/v), a fracéo
globulina (IgG) foi avaliada nas concentracdes ,d@ d 4ug/ml, utilizando-se, para cada uma
das concentracdes, o conjugado geral (IgG anthooeroduzido em cabra, Sigma) na
diluicdo 1:1000 (v/v).

A sensibilidade e a especificidade dos anti-soalstados, nas diferentes sangrias,
foram avaliadas eiestern blot e ELISA indireto com a proteina expressa e/ou &namsle
videiras sadias e infectadas pelo RSPaV.

O anti-soro produzido foi inicialmente testado @festern blot, com aliquotas (5 pl)
da proteina expressada que foram aplicadas. Ast@sdseram preparadas em tampao de
carga SDS-PAGE 2X [Tris-HCI 250 mM, pH 6,8, 2% S{p&/), 0,025% azul de bromofenol
(p/v), 5% glicerol (v/v), 19%B-mercaptoetanol (v/v) e 5 M de uréia] e fervidas paninutos.

A transferéncia das proteinas a membrana de niiifose foi realizada com auxilio de
aparelho para eletro-transferéncia a “semi-seasrante 1,5 horas a 2 mA/érde membrana
em tampdo de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, GlicitB2 mM). Apls a transferéncia, a
membrana foi bloqueada por uma hora em solucdo (TBS-HCI 0,02 M, NaCl 0,5 M, pH
7,5) acrescida de 2% de leite em po desnatado.egmida, adicionou-se 0 anticorpo contra a
proteina capsidial, incubando-se por 12h sob &ptdenta. Na sequéncia, as membranas
foram lavadas trés vezes com T-TBS (TBS + 0,05%e€ehyeadicionando-se o conjugado
geral (IgG anti-coelho, Sigma), diluido 1:1000 eempé&o TBS procedido de incubacdo a
temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora. Apva lavagem, procedeu-se a revelagcéo
com adi¢éo de substrato BCIP/NBT (5 mg/ml, Sigma).

Para o teste de ELISA indireto, placas de polestiforam carregadas com 200 pl de

cada amostra de extrato da planta, diluida 1:3 gfvtampdao de revestimento (carbonato de
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sédio 0,05 M, pH 9,6), incubando-se por 12h a 48@0s lavagens (3 vezes com tampao
PBS-T, pH 7,4 em intervalos de 5 minutos), foi amfiado o IgG produzido, diluido (2 e 4

png/ml de 1gG) em tampéo de conjugado [PBS-T, pH 2%4 de PVP 40.000 (p/v) e 0,2% de

BSA (p/v)]. Apds incubacao por 3 horas a 37°C s#gadie nova lavagem, adicionaram-se 200
ul de conjugado geral (IgG anti-coelho, Sigma) idibu1:1000 em tampdo de conjugado,
incubando-se, novamente, a 37°C por 3 horas. Aggageém das placas, adicionou-se o
substrato da enzima (4-nitrofenil-fosfato dissédiexahidratado, Sigma), diluido (1 mg/ml)

em tampéao de dietanolamina a 10%, pH 9,8.

As amostras consistiram de nervuras e/ou peci@osdiras sadias e infectadas com
0 RSPaV, coletadas em casa de vegetacéao, as quarstrituradas em almofariz na presenca
de nitrogénio liquido e diluidas 1:3 (p/v) em tamp& revestimento.

As leituras de absorbancia a 405 nm foram regiagrath um leitor de placas (Anthos
2020). As amostras foram consideradas positivasdpu® valor da absorbancia foi duas
vezes superior ao valor da absorbancia da amostiia. sAs leituras foram realizadas em
média 1 a 5 horas apdés a adicdo do substrato, cameudacao realizada no escuro a
temperatura ambiente. Folhas e ramos de videithassabtidas por cultura de tecidos, foram
utilizadas como controle negativo, e videiras itddas por diferentes isolados de RSPaV,
alguns previamente caracterizados por Radaelli €@09), utilizadas como controle positivo
nas avaliacOes da eficiéncia do anti-soro produzido

Visando obter mais informacdes sobre a eficiéneiaeteccao de diferentes isolados
de RSPaV com o anti-soro produzido contra o isol@#@07, realizou-se um estudo da
influéncia de variabilidade genética na deteccéol8gica, incluindo aqueles isolados para 0s
guais a sequéncia de nucleotideos do gene da ©Rten@-se disponivel.

3.4 Resultados e discussao

Uma das formas mais simples de diagnéstico deesrem videiras € o emprego dos
testes biologicos com enxertia em videiras indicasloNo entanto, a obtencdo dos resultados
pode levar até dois anos, situacdo inadequada gusEnduer rapidez na indexacao (NICKEL
et al.,, 2004). Métodos alternativos de deteccds,ctamo as técnicas moleculares (RT-PCR
ou hibridagdo com sondas) oferecem resultados nd@iglos e sensiveis. Entretanto, o
emprego destes em indexagens em larga escalaxgrop, em levantamento de ocorréncia

da virose, ndo é plenamente adequado, em funcéeigaimente dos custos, relativa
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complexidade e pelo fato de requererem equipamemagssofisticados. Tradicionalmente, as
técnicas sorologicas, em especial o teste ELISA, $&do utilizadas para a deteccdo e
diagndstico de virus de plantas em maior nimer@ardestras, por reunir sensibilidade e
praticidade.

Para muitos dos virus que infectam a videira, neachunologicos de deteccdo tém
sido executados com a utilizagcdo de anti-soros poaig, que normalmente sédo importados a
custo bastante elevado, havendo a possibilidadé&deromoverem a deteccédo dos isolados
locais. Assim, a producdo de anti-soro contra uohad® local de RSPaV reveste-se de
particular importancia.

A estirpe BL21:DE3 deE. coli, transformada com o vetor pRSET-B/CP RSPaV
(Figura 13), inserido em fase para permitir a tcédue a expressdo da proteina capsidial, foi
induzida uma vez em cultura de 100 ml e trés vemesultura de 200 ml por meio da adi¢cao
de IPTG, resultando na obtencdo de 2,55; 3,10; 83812 mg de proteina capsidial
recombinante do RSPaV em cada procedimento, tatal@ 12,15 mg de proteina, com
rendimento médio de 17,35 pg/ml de meio de cultdgquatro inducdes de culturas Be
coli foram realizadas para se obter quantidade suficide proteina para a imunizacdo de
outro animal, caso fosse necessario. Radaelli. 2@08) obtiveram rendimento médio da
proteina capsidial dGrapevine virus B e doGrapevine leafroll-associated virus 2 de 5,625 e
6,875 pug de proteina por ml de cultura, respectvdey e Fajardo et al. (2007a), ao
expressarem a proteina capsidial @oapevine leafroll-associated virus 3, obtiveram

rendimento médio de 10,6 pg/ml de cultura.

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose do plasmideo recamtei pPRSET-B/CP RSPaV (780 pb)
digerido com enzima de restrickooRI; (M) Marcador DNA/Pstl, (1) e (2) clones dE. coli estirpe
BL21:DE3 transformadas com o plasmideo pRSET-B/SP&V/.
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Apés a extragdo e a purificacdo da CP, a expredssa@mnfirmada em SDS-PAGE,
onde foi possivel observar a presenca de uma bamaa massa molecular de
aproximadamente 31 kDa, valor esperado para aipeotie fuséo (Figura 14). A traducédo do
vetor recombinante resultou em uma proteina deofosén cerca de 28 kDa, correspondente a
CP do RSPaV, acrescido de aproximadamente 3 kbedms$ dos aminoacidos ligados ao N-
terminal da CP que constituem a “cauda” de setglhias, que permite a retencdo da proteina

de fusdo em coluna de Ni-NTA no processo de suéigagao.
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Figura 14 - Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% corado &woomassie blue; (M) Marcador de
massa molecular em kDa, (1) Aliquotal($ de uma fracdo da proteina expressadeEstherichia

coli transformada com a construcdo pRSET-B CP/RSPa¥ificpda em coluna Ni-NTA.

Apos a inducdo da expressdo com IPTG, ndo seomrifh presenca da proteina de
fusdo em SDS-PAGE (Figura 15A, poco 1)Western blot (Figura 15B, poc¢o 1) quando se
analisou o extrato de proteinas totai€deoli transformada apenas com o vetor de expressao
PRSET vazio (sem o gene da proteina capsidialjleAtidade da proteina expressada também
foi confirmada por meio d&Vestern blot, utilizando-se anti-soro comercial contra histadin
(anti-His C-terminal/AP Ab, Sigma) (Figura 15B).

O anti-soro produzido nas diferentes sangriasnicidlmente testado para se verificar
o reconhecimento especifico da CP expressa do R8RPaMestern blot. Em todos os testes,

que incluiu o anti-soro coletado, nas diferentesgsas, o anti-soro produzido reagiu
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marcando a proteina expressa com cerca de 31 kiagrstrando assim 0 sucesso no
processo de imunizacdo do animal (Figura 16).
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Figura 15 - A. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% corado c@wsomassie blue; B. Western
blot utilizando anti-soro comercial anti-histidina (Q@D, Invitrogen). Amostras: (M) Marcador de
massa molecular em kDa, (1) aliquota [@)5do extrato de proteinas totais Hecoli induzida apos a
transformac&o com o vetor de expressdo pRSET v@ialiquota (5u1) do extrato de proteina totais
nao purificada dé&. coli transformada e induzida com o vetor pRSET-B/CPRSP3) aliquota (10
ul) do extrato de proteina total purificada Hecoli induzida com o vetor pRSET-C/CP GLRaV-3
(controle positivo, FAJARDO et al., 2007a), (4)qaldta de 2,5l da CP de RSPaV apéds a purificacédo
do extrato de proteinas totaiskecoli (fracdo do pogo 2 purificada).
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Figura 16 - Western blot utilizando anti-soro produzido contra a CP do R&Rxpressa e purificada
a partir dek. cali; (M) Marcador de massa molecular em kDa, (1 aiysioro produzido nas 3%, 4%, 52
e 62 sangrias do coelho (1:250 v/v), respectivaenétdcos 1 a 4 carregados comif,8a proteina CP

do RSPaV expressada e purificada.

Apés a purificacdo da 1gG a partir do anti-sorodommdo, esta foi quantificada
apresentando concentracdo de 1989de IgG/ml. Em ELISA indireto, o anti-soro obtido
reagiu com a CP do RSPaV expressa nas trés compdedr testadas, selecionando-se as
concentracdes de 2 qug/ml de IgG, por proporcionarem valores de absongais constantes
para as amostras positivas e negativas, reflexmdotitulo e especificidade do anti-soro.

Os resultados dos testes de ELISA indireto readigatemonstraram que o anti-soro
produzido a partir da proteina expressa é altamesyecifico na deteccdo do RSPaV, pois
foram verificadas reacdes homologas com extratopldetas infectadas com diferentes
isolados de RSPaV, alguns inclusive previamentactatizados com base na sequéncia de
nucleotideos do gene CP. A auséncia de reacao tdsoam produzido com plantas sadias

evidéncia a especificidade do mesmo (Tabela 20).
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Tabela 20 -Resultados do teste ELISA indireto com amostrasideiras infectadas com RSPaV,

utilizando-se o anti-soro produzido contra a CRR&®aV, expressa e purificada a partir de células de

E. coli. Valores das leituras de absorbéncia, no comptond® onda de 405 nm, aproximadamente, 2

horas ap0s a adi¢do de substrato. Conjugado glerialod1:1000 (v/v).

Isolado / c4digo da sequéncia

Absorbancia (405 nm)

Amostra de nucleotideos do gene CP no IgG (ug/ml)
GenBank 2 4
Rupestris du Lot (sadia) Rupestris / - 0,158 (-) 0,314 ()
Cabernet Franc (Q5 P207) CF207 / EF636804 0,487 (+) 0,925 (+)
420A 420A | EU04020% 0,517 (+) 0,821 (+)

Cabernet Franc (Q5 P213)
Cabernet Franc (Q5 P152)

CF213/-
CF152 /-

0,640 (+) 1(203
0,628 (+) 0(8%4

Moscato Giallo MG / EF690380 0,796 (+) 1,025 (+)
Cabernet Franc (Q5 P210) CF210 / EF6981384 0,653 (+) 0,848 (+)
Cabernet Franc (Q5 P195) CF195 / EF636803 0,691 (+) 0,919 (+)
Cabernet Franc (Q5 P210-2) CF210-2/ - 0,471 (+) 69D(+)
Trebbiano Toscano TT/- 0,713 (+) 1,121 (+)
Pinot Nero PN / EF690381 1,093 (+) 1,710 (+)
Cabernet Sauvignon (planta 1) CS1/GU166289 n.d. 1,724 (+)
Isabel (planta 2) IS2a/ GU166290 n.d. 1,097 (+)
Isabel (planta 3) 1S3/ HM1305%4 n.d. 0,665 (+)

n.d. = ndo determinadf Radaelli et al. (2009§? isolados estudados no Capitulo | deste trabalho.

Minafra et al. (2000) expressaram 0 gene da pratedpsidial de um isolado italiano
de RSPaV e produziram anti-soro contra a prote@w@mbinante. Entretanto, este nao
reconheceu a proteina CP viral nativa em tecidiest®ados quando foram utilizados os testes
de DAS-ELISA e ELISA indireto. Meng et al. (2008ntbém expressaram o gene da proteina
capsidial de outro isolado do RSPaV e produziramnt-soro correspondente, o qual se
mostrou eficiente em ELISA indireto \Western blot, porém néo apresentando resultados
satisfatorios em ELISA direto. Petrovic et al. (2p@ Terlizzi et al. (2010) utilizaram anti-
soros produzidos contra a CP recombinante do RSRas a deteccdo deste virus por
microscopia eletrénica com imunoadsorcdo (ISENnmunosorbent Electron Microscopy).

Por fim, Pereira (2008) também expressou a protepaidial recombinante de um isolado de
RSPaV, obtido em vinhedos de S&o Paulo (DQ443732p@duziu um anti-soro, porém nao

obteve resultados promissores no teste ELISA,zaadio a deteccdo do RSPaV com este anti-
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Soro apenas eivestern blot.

O teste ELISA indireto foi selecionado neste trabatomo o método para a
determinacdo da eficiéncia do anti-soro produzglu, virtude de ser o mais amplamente
utilizado, de baixo custo, confiavel e apresentatigidade para o dignostico viral em larga
escala (ALMEIDA & LIMA, 2001). Entretanto, anticavp produzidos contra antigenos
recombinantes podem ndo ser funcionais quando aadwesli em procedimentos nao
desnaturantes (ex. ELISA), conforme verificado darafra et al. (2000), apresentando maior
possibilidade de serem funcionais quando avaliaossistemas desnaturantes (@lestern
blot) (NICKEL et al.,, 2004). Possivelmente, a estrutardgigénica da proteina capsidial
expressada em bactéria sofre modificacdes confoomes, assim o anti-soro resultante
poderia apresentar menor eficiéncia no reconhedondesta proteina na forma nativa,
presente em amostras vegetais (MINAFRA et al., 2000ntudo, os resultados alcancados
neste trabalho demonstraram que os anticorpos pdmii foram funcionais contra a CP
nativa do RSPaV em sistema nao desnaturante,, istdrato vegetal em ELISA indireto.

Anti-soros produzidos a partir da expressédo deepratcapsidiain vitro tendem a ser
mais especificos, minimizando a ocorréncia de esa¢@terdlogas. Segundo Barbieri et al.
(2004), um anti-soro produzido a partir da protewapsidial expressa do potyvirus
Watermelon mosaic virus (WMV) mostrou-se mais especifico, comparativameateutro
produzido a partir de particulas virais purificadagual apresentou reagéo sorolégica cruzada
com outro potyvirusZucchini yellow mosaic virus (ZYMV).

Infeccbes multiplas em videiras sdo observadas gramde frequéncia em condicdes
naturais (FAJARDO et al.,, 2002 e 2005). Isto tomaito dificil a diagnose baseada na
sintomatologia, devido a mudancas no quadro sirttogico tipico de cada virus. A
deteccao e a correta identificacdo do(s) virusepitegs) em amostras provenientes de campo
ou plantas matrizes sdo essenciais para que metbdamtrole ou manejo adequadas possam
ser recomendadas, mas para isto é necessario gar dis ferramentas de diagndstico
eficientes e confidveis, a exemplo do anti-soraprado neste trabalho.

Diferencas observadas nas sequéncias de nucleotightp ou de aminoacidos
deduzidos (aad) do gene da proteina capsidial padeefeito sobre todas as funcbes desta
proteina, incluindo seu relacionamento sorologiBERTAZZON & ANGELINI, 2004).
Portanto, a variabilidade do gene da proteina dagbsileve ser considerada, uma vez que
alguns epitopos na proteina capsidial sdo a base quee 0s anticorpos os reconhecam e
possam reagir em ELISA (FAJARDO et al., 2007a).
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Recentemente, Radaelli et al. (2009) caracterizaragene da proteina capsidial de
nove isolados “brasileiros” de RSPaV incluindo olaslo CF207, cujo gene da proteina
capsidial foi expresso neste trabalho, e observarfarmacéo de quatro grupos distintos.

Neste trabalho, o anti-soro produzido foi avalipdo ELISA indireto para a eficiéncia
de deteccao de seis isolados de RSPaV, caraciesipad Radaelli et al. (2009) e outros trés
isolados deste mesmo virus, caracterizados no Wagditdeste trabalho, além de quatro
isolados ndo caracterizados (Tabela 20). O RSPaM€imctado em todas as 13 amostras
infectadas que foram avaliadas por ELISA indirdtabela 20).

A andlise de identidade das sequéncias de nt eceisbpondente ao gene da proteina
capsidial do isolado CF207 e sequéncias homologasoutros isolados deste virus,
previamente caracterizados por Radaelli et al. {p6Meste trabalho (Capitulo I), demonstrou
que o isolado CF207 apresentou identidades de atidd®s variando de 84,6% (CF195) até
96,8% (RSPaV-1), e de aminoacidos deduzidos varided38% (CS1) até 98,4% (RSPaV-1),
com a formacdo de pelo menos dois grupos, com ladisoCF207 no grupo | (0 mais
numeroso em isolados) (Tabela 21 e Figura 17). ontesta variabilidade ndo chegou a
afetar a deteccao destes isolados com o anti-soduzido a partir do isolado CF207 (Tabela
20).
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Figura 17 - Arvore filogenética por parcimonia (“bootstrap” c&00 replicagdes), ndo enraizada,
obtida com o programa MEGA 4.1, baseada nas seigséoampletas (780 pb) de nucleotideos do
gene da proteina capsidial de isoladofdgestris stem pitting-associated virus. Valores percentuais
de “bootstrap” sdo mostrados nos ramos. As bandisam namero de substituicdes de nucleotideos
por sitio (50 = 0,05). Cédigos no GenBank dos thmdabrasileiros caracterizados e detectados pelo
anti-soro policlonal produzido neste trabalho: CF2(EF636804), 420A (EU040204), MG
(EF690380), CF210 (EF690384), CF195 (EF636803), (BIN690381), CS1 (GU166289), IS2
(GU166290). Na analise filogenética foram incluiddsolado RSPaV1 (NC_001948), isolado tipo da
espécie e, para o grupo externo da arvore, a espgcido géneroApple stem pitting virus (ASPV,
Foveavirus, NC_003462).

Como o teste ELISA se baseia na especificidadendsacdo entre o anticorpo e a
proteina capsidial do virus, a ocorréncia de va@dacna sequéncia de aminoacidos desta
proteina poderia interferir na eficiéncia de defiecgorologica do RSPaV. Assim, o anti-soro
produzido neste estudo poderia ndo ter a capacidadeeconhecer diferentes isolados e
estirpes do RSPaV, o que justifica a importancisel@roduzir de anti-soros contra isolados
virais locais. Entretanto, isto ndo foi verificadeste trabalho, pois o anti-soro produzido
contra a CP expressa do RSPaV, isolado CF207,ureamgn outros isolados deste virus,
incluindo até isolados mais distantes filogenetigata (CF195, 1S2a, CS1, PN) (Tabela 21,

Figura 17), conferindo confiabilidade nos resultadbtidos com o anti-soro produzido.
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Tabela 21- Identidade (%) das sequéncias de nucleotidea@sxlla diagonal) e de aminoacidos
deduzidos (acima da diagonal) dos genes da proteipsidial de diferentes isolados de RSPaV,

previamente caracterizados e detectados por ElLri8ifeto com o anti-soro policlonal produzido.

RSPaVv-1  CF207 420A MG CF210 CF195 PN Cs1 IS2a
RSPaV-1 - 98,4 99,6 99,6 96,9 91,8 94,5 89,5 89,5
CF207 96,8 - 98,1 98,1 95,3 92,6 93,1 88,0 89,5
420A 98,9 96,5 - 99,2 96,5 91,5 94,2 89,1 89,1
MG 98,9 96,5 99,7 - 96,5 91,5 94,2 89,1 89,5
CF210 98,3 96,1 98,3 98,3 - 90,3 93,8 87,6 88,0
CF195 82,5 84,6 81,9 81,9 81,7 - 88,0 84,9 92,2
PN 93,9 92,1 93,5 93,5 93,9 82,0 - 87,2 85,3
Cs1 91,6 89,7 90,6 90,6 90,6 83,8 93,2 - 81,8
IS2a 84,7 85,1 84,1 84,1 83,7 91,6 83,4 84,7 -

RSPaV-1 (NC_001948, isolado tipo da espécie), CREFB36804), 420A (EU040204), MG (EF690380),
CF210 (EF690384), CF195 (EF636803), PN (EF6903B3), (GU166289), IS2a (GU166290).

Resultados semelhantes foram obtidos por Raddedli. €2008), ao avaliarem anti-
soros produzidos contra a proteina capsidial rectante do GLRaV-2. Os autores
verificaram reacfes positivas contra diferentedadkrs deste virus que apresentavam
significativa variabilidade genética. Contudo, Berdon & Angelini (2004) verificaram
também que os isolados detectados sorologicameite enam detectados com alguns
oligonucleotideos especificos para determinadadsotle GLRaV-2.

Os isolados IS2a e IS3 (Tabela 16), molecularmeatacterizados no Capitulo I,
foram provenientes de videiras cv. Isabel, comcgde multipla de RSPaV estirpe tipica e
RSPaV-SY (estirpe Syrah). Tais amostras foramdastaor ELISA indireto com o anti-soro
produzido neste trabalho, com resultados positiM@bela 20), entretanto ndo é possivel
identificar qual (is) estirpe (s) viral (is) o astiro estaria reconhecendo.

Conclui-se que a metodologia de expressao de padtevitro emE. coli representa
grande potencial para a diagnose soroldgica des \dm plantas perenes (semi-) lenhosas
como a videira. Grande quantidade da proteina CRSRaV pdde ser produzida @&mncali,
portanto eliminando a necessidade da ineficientealealhosa purificacdo viral. A CP do
RSPaV purificada por este sistema é pura e livieodéaminantes da planta, e o titulo do anti-

soro obtido tenderd a ser maior do que aquelesipitak contra particulas virais purificadas.
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O anti-soro produzido contra o RSPaV detectou eifiys isolados “brasileiros” que
apresentavam variabilidade expressiva, conferidsim, maior confiabilidade aos testes

sorologicos.
3.5 Anexos

Anexo 1- Sequéncia de nucleotideos (linha superior) e dmaanidos deduzidos (linha
inferior) do gene completo (780 pb) da proteinasithal doRupestris stem pitting-associated
virus, isolado CF207 (EF636804), utilizado para a préadwio anti-soro policlonal.

at ggcaagt caaat t gggaaact ccccggt gaat caaat gaggct t t t gaagcccggcet a
M A S QI GKULPGE SNEATFEARTL
aaat cgct ggagt t agct agagct caaaagcagccggaaggt t ct aat gcaccacct act
K S L EL ARAQKI QPEGSNAPUPT
ct cagt ggcat t ct t gccaaacgcaagaggat t at agagaat gcact t t caaagacggt g
L S GI L AKRKWRI I ENALSKTV
gacat gagggaggt t t t gaaacacgaaacggt ggt gat t t ccccaaat gt cat ggat gaa
DMREVLI KHETVVI S PNV MDE
ggtgcaatagacgagctgattcgtgcatttggtgaatctggcatagctgaaagcgtgcaa
G A1l D E L 1 A F G E S I A E S V Q
tttgatgtggctatagatatagcacgtcactgctctgatgttggtagctcccagaggtca
F D I DI A RHCSDVGS S QR S
accct gat aggcaagagt ccat t t t gt gacct aaacagat cagaaat agct gggatt at a
T LI GK SPFOCDLNRSEI A G I
agggaggt gaccacat t acgcagat t t t gcat gt act at gcaaaaat cgt gt ggaacat ¢
R EV TTULRRFCMYYAKI V WN I
cat ct ggagacggggat accaccagct aact gggccaagaaaggat t t aat gagaat gaa
HL ETGI P P ANWAIKIKGTFNENE
aagtttgcagectttgattttttccttggagt cacagat gagagt gcgcett gagect aag
K FAAAFDVFUFUL GV TDZESA ALEPK
ggtggtgttaaaagagctccacgaaaagctgagatggtcgctaatatcgcctcttttgag
V KR APRKAEMYVANI A S FE
gtccaagtgctcagacagactatggctgaaggaaagcggagctccaatcttggagaaatt
V Q VL RQTMAE K RS S NL G E I
agtggtggaacggctggggcgcttatcaacaacccctttgcaaatgtcacgcatgaatga
S GGTAGAL I NNWPFANVTHE -
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4 CAPITULO lII: Fisiologia foliar e qualidade enologica da uva em videiras

infectadas por virus

4.1 Resumo

Os virus sé@o capazes de induzir desordens metabd@i@struturais nas células vegetais, as
quais podem variar com a espécie viral e a sudladaifle da planta. Neste enfoque, videiras
(Vitis vinifera) com e sem sintomas de infeccdo viral, das cvbe@at Franc e Cabernet
Sauvignon, em dois vinhedos comerciais, foram astaB comparativamente quanto ao
potencial fotossintético (fotossintese de saturdgéunosa, radiacdo de saturacdo, ponto de
compensacgao de luz, taxa de respiracdo no esamaiymento quantico aparente, clorofilas
total, a e b), quanto ao metabolismo de carbono foliar (ac&amdiveis totais e amido) e
quanto a qualidade enolégica da uva produzidad@®kollveis totais - °Brix, densidade, pH
e acidez total titulavel no mosto - ATT; intensidddtal da cor e indice de polifendis totais na
casca). Nas plantas sintomaticas foram detectad@sapevine leafroll-associated virus 2
(GLRaV-2) e oRupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) pelo teste ELISA para seis
virus, os quais provocaram reducdes significatneslorofila e no potencial fotossintético,
em ambas cultivares. As folhas de plantas infesta@d@anbém apresentaram acumulos
significativos de carboidratos, caracterizando dogleio no transporte de carbono desses
orgaos. Quanto a qualidade enolégica da uva, noantinda colheita as plantas infectadas
apresentaram uvas com nivel de maturacdo sigmBraente menor, considerando todos
parametros tecnoldgicos do mosto (°Brix, densidptk, ATT e polifendis). De modo geral,
destaca-se que estes virus podem comprometernoéinetaa a capacidade produtiva e a
qualidade da producao destas cultivares.

Palavras-chave.\Vitis, RSPaV, GLRaV-2, fotossintese, aclcares, uva

4.2 Introducgao

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatoegpsuma vez estabelecida a
compatibilidade com a planta hospedeira, se repliexclusivamente pela utilizacdo de
constituintes quimicos das células hospedeirasmAs®lonizam as células que compdem os
diferentes tecidos da hospedeira e comprometentegridade do organismo infectado em

todos os niveis (BAILISS, 1970). Em decorrénciagroem varias alteracdes bioquimicas,
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fisiologicas e morfologicas, através da ativacdmu dbloqueio de determinadas atividades
celulares nas plantas infectadas. Dependendo e€sa@dib virus-hospedeira, uma grande
diversidade de sintomas pode ser observada, ger@nassociada a alteracfes citologicas na
estrutura e funcéo dos cloroplastos (ARIAS et24lQ3; SAMPOL et al., 2003; BERTAMINI
et al., 2004; GONCALVES et al., 2005; DOMICIANO at, 2009). De modo geral, as
infecgBes virais sdo capazes de induzir desordeglnla vegetal, que incluem alteracdes na
fotossintese, na respiracdo, nas atividades eneasaho transporte de fotoassimilados e no
balanco hormonal (SAMPOL et al., 2003; BAEBLER kf 2009; JAMESON & CLARKE,
2002). Acontece uma verdadeira "batalha" metabdicaas plantas suscetiveis, 0s virus
passam a controlar parte do metabolismo da céarisipada. Todo esse processo infeccioso
resultara em queda de produtividade da culturalteemio em efeitos negativos na quantidade
e também na qualidade da producdo, incluindo-seideira (AUGER et al., 1992;
DOMICIANO et al., 2009; CRETAZZO et al., 2010; BERZZON et al., 2009).

Apesar de alguns avangos pontuais, ainda existeiwopdrabalhos direcionados para
a compreensao dos efeitos da infeccao viral sobse#gia das plantas hospedeiras (ARIAS
et al., 2003). Os estudos que consideram a aval@dasi alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e
citolégicas na hospedeira ainda sédo reduzidos cativemente as pesquisas voltadas aos
estudos de genémica e protedmica dos virus deaglagtie visam determinar a estrutura, a
organizacdo, a replicacdo e o movimento viral. Gxanismos da interacdo virus/planta
hospedeira que induzem as perturbacdes metabd@icasdesenvolvimento de sintomas
advindos da infeccdo viral também s&o pouco emndesdipois 0 acompanhamento da
evolucdo dos processos infecciosos por patdgenmseapa dificuldade em funcdo das
consequéncias fisioldgicas serem bastante variaveis

Alguns estudos demonstraram, como resultado degdés virais, reducao da sintese
de pigmentos fotossintéticos, correlacionando sivd® clorofila com taxa fotossintética
(NAIDU et al., 1984; FUNAYAMA et al., 1997). Auget al. (1992) também verificaram que
plantas infectadas por virus apresentaram uma &edde 66,5% na taxa de assimilacdo
liquida de CQ, em comparacdo as plantas sadias. Outros trabghdsmonstraram que a
proteina capsidial viral pode se acumular nos plagtos e nas membranas dos tilacoides de
plantas infectadas, sugerindo, desta forma, qaepesteria induzir a inibicdo do transporte de
elétrons no fotossistema Il (FSII) (TECSI et a@94 e 1996; SAMPOL et al., 2003).

O movimento viral célula-a-célula ocorre através g¢tasmodesmas, mediado pela

proteina de movimento viral (MP), que interage amsnplasmodesmas. Este fato, aliado a
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replicacdo e a concentragdo dos virus da videigfeqencialmente nos tecidos do floema,
poderia resultar em desorganizacgéo e alteracOo¢ssdesidos, com efeitos negativos sobre a
translocacao de fotoassimilados, levando ao acunrilamido nas folhas (LALONDE et al.,
2003; GONCALVES et al.,, 2005). Este acumulo de améd acucares nas folhas pode
desencadear decréscimos significativos nas taxassfotéticas, via mecanismo de retro-
inibicdo metabdlica da fotossintese (BERGER et24lQ7; PEREZ-BUENO et al., 2006).
Embora trabalhos cientificos ja tenham demonstraddiminuicdo da taxa fotossintética
induzida por virus, os alvos especificos (sitiostas metabdlicas da planta) que sdo afetados
pela acdo viral neste processo sdo desconhecidedoocompletamente compreendidos até o
momento.

Entender e tentar controlar os efeitos do proce¥sccioso na hospedeira constitui
uns dos objetivos da fisiologia do parasitismo (SA& et al., 2005). O conhecimento da
maneira pela qual um fitopatbgeno mobiliza e altef#siologia e o crescimento da planta
hospedeira pode, a0 mesmo tempo, auxiliar no detalmento das bases de controle ou
manejo das doencas e permitir a supressédo ou dgamdos danos causados as culturas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as alterac@sslbgicas foliares ocasionadas por virus em
duas cultivares de videira/.(vinifera), correlacionando tais alteracbes com varidves qu

expressam a qualidade enolégica da uva.

4.3 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos em dois vinhedwsetciais das cultivares
Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon localizadesuricipio de Bento Gongalves (RS). O
vinhedo da cv. C. Franc, enxertada no porta-enx8@a, foi implantado em 1990 e
conduzido em espaldeira, ja& o vinhedo da cv. Cvi§aan, enxertada no porta-enxerto
P1103, foi implantado em 1997 e conduzido em latada

As plantas do experimento foram identificadas rioiondo periodo de maturacdo da
uva, selecionando-se, para cada cultivar, 10 @aatabindo sintomas foliares tipicos de
infeccdo viral e outras 10 plantas que ndo exibiai® sintomas. Nesta identificacdo, os
sintomas predominantes observados no vinhedo tiaacuC. Franc foram folhas com textura
e aparéncia alteradas, apresentando-se coriaoeas kolhosidades, enrolamento dos bordos
foliares para baixo e coloracdo avermelhada, pezosntdo verdes as nervuras principais

(Figura 18). No vinhedo da cv. C. Sauvignon os ositds predominantes foram o
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avermelhamento total da folha e a formacao de decadticento na regido de insergcédo do
ramo do ano (Figuras 18 e 19).

[ SR 3
Cabernet Franc - pl infectada

A A folhasemsir as iy

Cabernet Franc - planta sadia exp erimento 09.03.10 Cabernet Franc - planta infectada
folha sem sintomas folha com sintomas
experimento 09.03.10 experimento 09.03.10

Cabernet Sauvignon - planta sadia Cabernet Sauvignon - planta infectada Cabernet Sauvignon - planta infectada
folhasem sintomas folha sem sintomas folha com sintomas
experimento 11.03.10 experimento 11.03.10 experimentoe 11.03.10

Figura 18 - Sintomas foliares de infec¢do viral nas cvs. CaddeFnanc e Cabernet Sauvignon, no
inicio, meio e final do ciclo vegetativo, observa@campo nas plantas avaliadas.

Cabernet Sauvignon - planta sadia
folha sem sintomas
experimento 11.03.10

Cabernet Sauvignon - planta infectada
folha com sintomas
experimento 11.03.10

Figura 19 - Formacéao de tecido corticento (foto a direita) egi&o de insercdo do ramo do ano na cv.

C. Sauvignon, verificado a campo nas plantas aledia
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As plantas infectadas também apresentavam vigarzido, decréscimos no nimero

de brotos e de cachos/planta e cachos desuniferoesy amadurecimento irregular (Figura
20).

Cabernet Sauvignon — Planta infectada

Figura 20 - Videiras das cvs. Cabernet Franc e Cabernet Sawvjgslantas sadias e infectadas,
evidenciando os sintomas de infeccdo viral nasfotle plantas infectadas.

Testes sorologicos:Todas as plantas sintométicas, de ambas cultivdogam
avaliadas visando identificar as espécies viraparsaveis pelos sintomas observados. Em
duas repeticdes, foram realizados o teste soradgidSA indireto utilizando-se anti-soros
policlonais contraGrapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2), Grapevine virus B
(GVB) e Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV), produzidos no Laboratério de
Virologia da Embrapa Uva e Vinho e, também, o tesimlégico ELISA direto para a
deteccdo dos viruGrapevine leafroll-associated virus 1 e 3 (GLRaV-1 e -3) eGrapevine

virus A (GVA), utilizando-se anti-soros comerciais (AgriteBari-Valenzano, Italia).
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Para os testes de ELISA indireto e direto foramdoaidos conforme descrito no
Captitulo | e Il deste trabalho e as amostras thaggs consistiram de ramos e/ou peciolos e
nervuras foliares, as quais foram triturados emotdnz na presenca de nitrogénio liquido.
Amostras comprovadamente infectadas com os resgpsctiirus foram utilizadas como

controles positivos e extrato de folhas de videa@dia como controle negativo.

Avaliacdo do potencial fotossintético e dos teorede clorofila: Das dez plantas
sintomaticas, de cada cultivar, foram selecionapedro plantas infectadas, nas quais foram
escolhidas, em cada uma das plantas selecionadaasa, falha sintomatica e outra
assintomatica, situadas na posicao intermediariamio do ano para corresponder a0 mesmo
estadio de desenvolvimento. Para as dez plantastamsaticas, de cada cultivar, também
foram selecionadas quatro plantas sadias e emuwuadadelas, uma folha para proceder as
andlises foliares.

As folhas selecionadas para as anadlises, de amsbagltevares e grupos de plantas
(sintomaticas e assintomaticas), se encontravaraseg a radiacdo solar (ndo sombreadas
pelo dossel de folhas). Estas foram submetidas terndi@acdo de curvas de taxa de
assimilacdo liquida de G@A, pmol CQ m? s') em resposta a densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativo (DFFFAJpm valores de 1500, 800, 600, 400, 200, 100 e @ den
fétons n s*, utilizando-se o analisador de gas por infraverm@RGA) portatil, marca Li-
Cor, modelo LI-6400, operando em sistema abertoipado com fonte de luz modelo LI-
6400-02B. Previamente as avaliacbes, o equipanfentwalibrado retirando-se 0 G& o
vapor de agua do ar circulante no aparelho comodael calcio e drierite, respectivamente.
Todas as medidas foram realizadas no mesmo diggenodo de 10 as 14 h, o qual
correspondeu ao periodo de maxima atividade fottgtgia na planta (observacdes prévias
utilizando o mesmo equipamento). Durante as arsaligdizou-se o CQdo ambiente, o qual
se manteve, em média, na concentracdo de 367 palidl.As temperaturas do ar e da folha
mantiveram-se entre 25 e 30°C e a velocidade oo fiie ar empregado foi de 500 umdl.s
com umidade relativa do ar de 45%.

Na curva de resposta deem funcédo da DFFFA foi ajustada uma funcao higerdo
conforme descrito por Mota et al. (2009), com algleterminou-se a fotossintes®) (
méaxima (umol C@ m? s%), radiacdo de saturacdo (umol fétons? r&'), ponto de
compensacao de luz (correspondente ao valor de MR queA é igual a zero, em pmol

fétons m? s%), taxa de respiracdo no escuro (correspondentalao negativo dé quando
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DFFFA é igual a zero, em pmol G@n? s) e rendimento quantico aparente,( nmol
COy/umol fotons). A®, foi estimada ajustando-se uma equacao linear ira &m que a
variacdo deA em funcédo da DFFFA era linear, conforme descoioNpota et al. (2009).

As mesmas folhas utilizadas para a determinac&ootkncial fotossintético também
foram usadas para avaliar os teores totais e thahis de clorofila (clorofila e b), sendo a
medicdo feita com o auxilio de um clorofildmetracotportétil, utilizando-se a frequéncia de
luz em que a clorofila melhor processa a fotosst® medidor eletrénico de clorofila
ClorofiLOG (Falker, CFL 1030) é um sensor comergaé analisa trés faixas de frequéncia
de luz na medicao e, através de relacdes de absemtdiferentes frequéncias, determina um
indice de clorofila (indice de clorofila Falker, Af; levando em consideracéo a presenca das
clorofilas a e b. Os resultados obtidos foram submetidos a andéseariancia e as médias

foram comparadas através do teste Tukey a 5% eeltothabilidade de erro.

Determinagdes de acUcares soluveis totais e amido &lhas: Nas mesmas plantas
selecionadas, foram coletadas separadamente, iitamaticas e assintomaticas das plantas
infectadas e também folhas de plantas sadias,as fguam secadas em estufa durante 48 h a
60°C e, posteriormente, pulverizadas em almofahmcialmente as amostras foram
submetidas a uma extracdo alcodlica de acUcaréwes®ltotais, conforme metodologia
descrita por Amaral et al. (2007), utilizando-s® 3@g de peso seco, 3 ml de etanol 80% e
incubando-se em banho-maria a 80°C por 20 min cgitaches a cada 10 min.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadag84®01g por 5 min em temperatura
ambiente, repetindo-se estas etapas quatro vezektando-se as fracdes dos sobrenadantes.
Para a quantificacdo dos acucares soluveis tot@igorme a metodologia descrita por Dubois
et al. (1956), utilizaram-se 10 pl de amostra aides de 490 pl de agua destilada, 500 ul de
fenol 5% e 2,5 ml de &cido sulfurico concentragmusdo de leitura espectrofotométrica em
490 nm. Para o célculo da concentracdo de acUnasamostras avaliadas, efetuou-se uma
andlise de regressdo entre a absorbancia e a ¢t@géenconhecida de glicose, com uma
solucado padréo de glicose na concentracéo de 1lthg.m

Para a quantificacdo de amido, conforme metodoldgscrita por Amaral et al.
(2007), o residuo precipitado da extracao alcodlima acUcares solUveis totais foi mantido
em estufa a 60°C por 12 h para a evaporacao doleRosteriormente, as amostras foram
ressuspendidas em 500 ul de agua destilada e msuatid°C por 12 h para a reidratacdo. Na

sequéncia foram adicionados 100 pl de enzixamilase (3000 U/ml, Megazyme) por
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amostra, incubando-se em banho-maria a 80°C porsbthagitacdo, a cada 20 min. Apds
incubacgdo, adicionaram-se 500 pl de solugdo dataceé sodio 0,03 M, pH 4,8, e 30 ul de
amiloglucosidase (3260 U/ml, Megazyme), incubargl@® banho-maria a 50°C por 30 min
sob agitacdo. Na etapa seguinte, foram adicion&@@s I de acido perclorico 0,8 M,
agitando-se vigorosamente e centrifugando-se a0l§4fr 5 min em temperatura ambiente.
A partir dos sobrenadantes, foi determinada a cdragio de glicose proveniente da
degradacéo enzimatica do amido, utilizando-se depdmostra acrescidos de 16 pl de agua
destilada e de 150 ul de GOD POD (Glicose PAP Fkogon). Cada mistura foi depositada em
microplaca de poliestireno, incubada a 30°C pomitbe submetida a leitura da absorbancia
em 490 nm. Conforme descrito por Aréas & Lajolo8@)9 a concentracao de glicose obtida
em cada amostra foi multiplicada por 0,9 para ajiterda concentracdo de amido. Para cada

variavel analisada, realizaram-se trés repeticées gada amostra.

Andlises enoquimicas:Em cada um dos vinhedos estudados e para cada plant
previamente marcada (10 sintomaticas e 10 assititasp foram colhidos,
aproximadamente, dois kg de uva por planta, sersd@ashos acondicionados em sacos
plasticos e mantidos a 4°C até o processamentarddises, ocorrido no mesmo dia da coleta.
Cada amostra de uva foi submetida a uma prensagemamnpara a extragao do mosto, no
qual foram determinados o teor de sélidos solltas (SST, °Brix), com o auxilio de um
refratbmetro digital de bancada (ABBE Refractometdmerican Optical Corporation)
calibrado a 20°C; densidade a 20°C (d)mtom densimetro digital (PAAR DMA 45, Anton
Paar); pH, com medidor digital (pH METER 125, Can)i e acidez total titulavel (med)|
com titulador potenciométrico digital (Tritoline &8 Schott Gerate) usando solucdo de
NaOH 0,1 N e azul de bromotimol como indicador.

Nas cascas, foram determinados a intensidade detator (ITC) e o indice de
polifendis totais (IPT), seguindo metodologia deacpor Rizzon et al. (2000). As cascas
(sem a polpa) de 100 bagas de uva, de cada amiostmm, separadas e imersas em solugao
hidro-alcodlica a 12% (12% de etanol, 0,03 M dal@diartarico, pH 3,2), mantidas, sob
agitacdo constante, durante 24 h, no escuro a €2+R°fase liquida foi separada por
centrifugacdo e efetuaram-se as andlises com oersutante obtido. As leituras de
absorbancia do extrato de cascas foram realizadasspectrofotometro de luz ultravioleta
(Evolution 60, Thermo Scientific) nos comprimentds onda de 420, 520 e 620 nm para

analise de ITC e a 280 nm para andlise do IPTengsimo caso com as amostras diluidas
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1:100 em solucao hidro-alcodlica. O indice ITC dalculado pelo somatorio das leituras de
absorbancia nos trés comprimentos de onda. Pasaveaidvel destas analises enoquimicas,
realizaram-se trés repeticbes para cada amostisami@da Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias fcoamparadas através do teste t a 5% e 1%

de probabilidade de erro.
4.4 Resultados e discussoes

Deteccéo viral nas amostras experimentaisAs videiras dos experimentos foram
avaliadas pelo teste ELISA com anti-soros contradAG8VB, GLRaV-1, -2, -3 e RSPaV.
Foram constatadas infeccbes com GLRaV-2 e RSPaMtodias as plantas sintomaticas
avaliadas das cultivares C. Franc e C. Sauvignoiretanto, destaca-se que, os sintomas
tipicos do enrolamento da folha predominaram apenasnhedo de C. Franc, enquanto que
0s sintomas relacionados a virose do lenho rugmmme(uras), da qual o RSPaV faz parte, se
sobressairam nas plantas de C. Sauvignon infectedasas 18 e 19). Nenhum dos seis virus
testados foi encontrado nas plantas assintomaticaseadas a partir deste ponto como
"plantas sadias".

Dentre as principais espécies virais que infectamleira, em todo o mundo, incluem-
se o0 GLRaV-2 e o RSPaV. O GLRaV-2 pertence a fanliosteroviridae, género
Closterovirus, enquanto que o RSPaV faz parte da farBéiaflexiviridae, génerd-oveavirus
(RADAELLI et al.,, 2009). Por meio de um estudo wiabilidade genética, diferentes
isolados destas duas espécies Vvirais, encontrados viehedos brasileiros, foram
caracterizados molecularmente por Radaelli e280%). Os isolados de RSPaV e GLRaV-2
foram reunidos em quatro e dois grupos pela anflliiggenética das sequéncias obtidas com

valores de identidade de nucleotideos varianddlde 3% e 88 a 99%, respectivamente.

Potencial fotossintético e determinacéo dos teore® clorofila, agucares sollveis
totais e amido: Na analise do potencial fotossintético de ambasulivares, destaca-se que
os limites maximos de fotossintese das plantaas#oliam maiores em folhas de C. Franc em
relacdo a C. Sauvignon (Figura 21A e 21B). De aroamm Regina & Carbonneau (1999), a
fotossintese méxima de C. Sauvignon pode atingitdimaximo em torno de 11 pmol €0
m? s*. Portanto, essa cultivar pode estar apresentanttasolimitacdes fisiolégicas, tais
como estresse nutricional, que podem limitar agoerance fotossintética. Além disso, estas

diferencas entre cultivares podem também refletitrastes do estadio em que se encontrava
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a infeccao viral, do tipo e da severidade dos sia® observados, da presenca de estirpes
virais especificas e de fatores inerentes a prapitvar ou determinados pelas condi¢ées
ambientais. Com isto, na comparacao de plantastatfas e sadias de C. Sauvignon, este
contraste fisioldgico ndo possibilitou a diferedgafotossintese entre folhas assintomaticas de
plantas infectadas e plantas sadias (Figura 21Byeoficou evidente em folhas da C. Franc
(Figura 21A).
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o ; o
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S - & - Planta
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Figura 21 - Curvas com valores médios de fotossintese liquid@axa de assimilacéo liquida de £LO
em resposta a densidade de fluxo de fotons fotesis@mmente ativo (Radiagdo). (A) videira cv.
Cabernet Franc e (B) videira cv. Cabernet Sauvigfahas de plantas infectadas sintomaticas e
assintométicas e folhas de plantas sadias. Sintawvagdos visualmente e plantas infectadas com
RSPaV e GLRaV-2.

81



Em ambas as cultivares as folhas sintomaticas detgsd infectadas foram
significativamente restritas em todos os parameadmpotencial fotossintético (Tabela 22).
Em plantas da cv. C. Franc infectadas verificogise a restricdo da fotossintese maxima foi
mais evidente (-68%) entre folhas sintomaticas ddasa em comparacédo as folhas de C.
Sauvignon (-56%). Estes resultados estdo de acoydo Sampol et al. (2003), os quais
verificaram reducdes de 30 a 50% na taxa fotodgiatéle folhas de videira infectadas por
virus. No detalhamento dessas restricoes fotosisaméepela infeccéo viral, observa-se que a
radiacdo de saturacdo destas folhas sintoméaticaguatima reducdo média de 38%, sendo
mais acentuada em C. Franc (-41%). Palliotti ef28100) encontraram radiacao de saturacao
em valores de DFFFA de 698 e 689 pmol de fétoifssinem videiras ‘Cabernet Franc’ e
‘Trebbiano Toscano’, respectivamente. Segundo lear¢R003), em plantas deciduas, a
saturacdo de luz ocorre entre valores de DFFFA00ee6800 pmol de fétons frs*. Abaixo
destes valores, o incremento na fotossintese tatimpelas rea¢des fotoquimicas (capacidade
de conversado de energia luminosa em energia qyineicguanto que acima destes limites a
limitacdo € em capacidade enzimatica para carlgialal BERNACCHI et al., 2005).
Portanto, com a reducdo desse limite de saturagde-ge supor que esses virus estao
limitando o "turnover" proteico/acimulo de enzimalsicionadas com a etapa de carboxilagao

na fotossintese destas cultivares.

Tabela 22- Valores de fotossintese maxima, radiacdo deasza, ponto de compensacao de luz, taxa
de respiragdo no escuro e rendimento quantico ieace folhas de videirad/ifis vinifera) cvs.
Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon sadias eddéc{folhas sintométicas e assintométicas) com

Rupestris stem pitting-associated virus e Grapevine |eafroll-associated virus 2.

] L Radiacso de Ponto de Taxa de respiragio Rendimento quantico
Fotossintese maxima = =
(umol CO, m?s?) sat,uragaoizoq‘lol compensagéo geJIUZ no escurqz (gnol CO; aparente(Da(nmol
Tratamento fétons m's’) (umol fétons ni’s’) m’s’) CO,/umol fétons)
C. C. C. C. C. C. C. C. C. C.

Franc Sauvignon Franc Sauvignon Franc Sauvignon Franc Sauvignon Franc Sauvignon

Planta infectada, folha
4,34 B 2,66 b 383,18 B234,44b 37,22 A 29,19 a 1,77 a 0,88 a 37,02b 523,1

sintomatica

Planta infectada, folha
9,22 AB 6,01 a 421,28 B345,51 ab 17,70B 17,56 ab 0,89b 0,58 a 47,20 a 34,36 a

assintomatica
Planta sadia, folha sem

it 13,56 A 6,04 a 646,00 A369,28a 20,64B 8,32 b 1,13 b 0,38 a 49,00 a 35,84
sintoma

CV (%) 21,59 26,62 11,36 19,57 15,88 44,95 22,09 2,6% 11,07 15,54

Sintomas avaliados visualmente. Letras diferente@scoluna, para a mesma variavel, indicam diferenca

significativa pelo teste Tukey (letras mindscuRs0,05; letras mailsculas, P<0,01).
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As infeccgOes virais foram ainda mais restritivas parametros relacionados com a
etapa fotoquimica da fotossintese, como ponto depensacdo e rendimento quantico
aparente. O ponto de compensacéao de folhas sintamétve incrementos da ordem de 80%
e 250%, em relacdo as folhas de plantas sadigectesamente para C. Franc e C. Sauvignon
(Tabela 22). Em contrapartida, o rendimento quéndéiparente de ambas as cultivares foi
reduzida na ordem de 24% e 35%, em relacdo assfalbdaglantas sadias, respectivamente
para C. Franc e C. Sauvignon (Tabela 22). Considergue a taxa de respiracdo no escuro
nao teve grandes variacdes, sendo significativagspem C. Franc, estas variagées no ponto
de compensacéao e no rendimento quantico apared&rpser diretamente relacionadas com
a capacidade fotoquimica dessas folhas, resultendanaior exigéncia de radiacdo para
viabilizar a fixacdo de CO(LARCHER, 2003). O aumento da respiracdo no eseur C.
Franc pode também influenciar o rendimento quandiae folhas desta cultivar e tem sido
relacionado a ativacdo de mecanismos de defespapier da hospedeira, frente ao ataque do
patogeno (AUGER et al.,1992; SAMPOL et al., 20@®).acordo com Auger et al. (1992) e
Sampol et al. (2003), a reducdo na taxa fotosgatéém folhas infectadas pode ser
principalmente atribuida aos danos diretos gqueiros yodem exercer sobre os cloroplastos.
Esses efeitos vao desde a interacdo da proteisaliemo virus com o fotossistema Il (FSII)
até reducdes nas concentracdes de clorofila eadeipa sollvel total e redugdo na atividade
da enzima Rubisco (BERTAMINI et al., 2004). Rein&@eachy (1989) demonstraram que
a CP viral acumula-se nos cloroplastos e nas merabrdos tilacoides de plantas infectadas,
sugerindo, desta forma, que esta pode induzirgadido transporte de elétrons no FSII.
Gongalves et al. (2005) também observaram que gdam cana-de-agUcar infectadas por
virus apresentaram reducdo na eficiéncia quanicadiimica potencial do FSII, alteracdes
no preenchimento do "pool" de plastoquinona e,cpaimente, reducéo nas taxas de troca
liguida de CQ@, provavelmente em consequéncia desta reducadciénefa quantica.

Nas avaliacdes de teores de clorofila, verificou-een ambas cvs, que folhas
sintomaticas de plantas infectadas apresentaramrageteores de clorofilas total,e b, em
relacdo a folhas assintomaticas de plantas infastadolhas de plantas sadias (Tabela 23). Na
comparacao dos teores de clorofila obtidos parhafolde plantas sadias e folhas
assintoméaticas de plantas infectadas ndo se olsdiferenca significativa (Tabela 23), o que
pode ser atribuido a um nivel minimo de dano irdtupela infeccao viral mais recente nas

folhas assintomaticas. Arias et al. (2003) tamb&m conseguiram observar diferencas na
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taxa fotossintética entre plantas infectadas assdticas e sadias. Em plantas infectadas por
virus, Naidu et al. (1984) verificaram que as baitexas fotossintéticas seriam resultantes da
reducdo nos niveis de clorofila, especificamentelaofila a e Almasi et al. (2000)
observaram que a infeccdo viral acelera a senaacé@as plantas e inibe ou retarda a
biossintese de clorofila, alterando assim, algumasacteristicas fisiologicas da planta
hospedeira.

Tabela 23- Teores totais e individuais de clorofila € b) em folhas de videirad/itis vinifera) cv.
Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon, sadias dadadéec(folhas sintomaticas e assintométicas) com

Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) eGrapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Teor de clorofila

Clorofila total (ICF) Clorofila a (ICF) Clorofila b (ICF)

Tratamento
Cabernet Cabernet Cabernet Cabernet Cabernet Cabernet

Franc Sauvignon Franc Sauvignon Franc Sauvignon
Planta infectada, folha sintomatica 36,5B 346 B 8,98 26,8 B 7,6 B 78b
Planta infectada, folha assintomatica 49,0 AB 45,9 37,7 AB 351A 11,3 AB 10,9 a
Planta sadia, folha sem sintoma 543 A 44,7 A A0 343A 13,3A 10,4 a
CV (%) 10,81 7,19 10,28 6,57 13,44 10,72

Sintomas avaliados visualmente. ICF: indice deotiler Falker. Letras diferentes na coluna, para esma

variavel, indicam diferenca significativa pelo &e3tukey (letras mindsculas, P<0,05; letras maias;i#<0,01).

Para Auger et al. (1992) a diminuicdo nos teoresla®fila e de aminoacidos, como
comumente verificado em plantas infectadas poisys&o alguns dos fatores que contribuem
para a reducao do potencial fotossintético em aéaintfectadas, além de exibirem aumento na
atividade de enzimas responsaveis pela respiraglidac Outros fatores também séao
mencionados, para explicar o menor potencial fott&tgco verificado em plantas infectadas
por virus, a exemplo da menor area foliar expost glantas infectadas, acentuando-se a
diferenca, em relagéao a plantas sadias, no finaiado vegetativo (MANNINI et al., 2006a e
2006b; MALOSSINI et al., 2009a e 2009b) e do aumetd concentracdo de antocianinas
(avermelhamento) comumente verificado em determaimadospedeiras, em folhas
sintométicas (BRAR et al., 2008). Goncalves e{2005) também verificaram reducdes nos
conteudos de pigmentos fotossintéticos foliaresaerazdo clorofilaa/lb e aumento no

conteudo de acucares nas folhas, como um efeitmdaio da infeccao viral.
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Na andlise de folhas assintomaticas de plantastatfas, pode-se observar que as
viroses podem provocar alteracfes no potenciak$attético antes de se manifestarem as
diferencas em pigmentos. Portanto, com base nestakados, pode-se supor que a reducéo
no potencial fotossintético se apresenta como uomserjuéncia e ndo especificamente a
causa da reducgdo do crescimento e do potenciatadieigiio, também observado em outros
trabalhos com infecgéo viral.

Dentre as causas da reducdo do potencial fotosemtdestaca-se a possibilidade de
inibicdo metabdlica pelo acumulo do produto final, retro-inibicdo (TAIZ & ZEIGER,
2009). Corroborando essa possibilidade, observouse as folhas sintoméaticas e
assintomaticas das plantas infectadas, de ambtgaoes, apresentaram maiores teores de

acucares soluveis totais e acumulo de amido quemmiparadas com folhas de plantas sadias
(Tabela 24).

Tabela 24- Teores de agucares sollveis totais e de amidoksas de videiras\tis vinifera) cv.
Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon, sadias d@adéc(folhas sintomaticas e assintomaticas) com

Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) eGrapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Acucares sollveis totais Amido
(mg/100mg de massa seca) (mg/100mg de massa seca)

Tratamento

Cabernet Cabernet

Cabernet Franc ) Cabernet Franc )

Sauvignon Sauvignon
Planta infectada, folha sintomética 518a 6,39 a ,90 & 0,60 A
Planta infectada, folha assintomatica 4,61 a 5,17ab 1,60 a 0,30 AB
Planta sadia, folha sem sintoma 2,53b 4,10b 0,19b 0,03 B
CV (%) 23,0 21,22 47,3 52,16

Sintomas avaliados visualmente. Letras diferent@scoluna, para a mesma variavel, indicam diferenca
significativa pelo teste Tukey (P<0,05).

Estes resultados demonstraram que, apesar dg&edwiossintética foliar, o processo
infeccioso viral nestas cultivares favoreceu o addrde acucares sollveis e amido tanto em
tecidos onde a infeccéo viral encontra-se mais @adm (folhas sintomaticas), quanto em
tecidos onde a infeccdo € mais recente (folhasitassaticas). Destaca-se que o incremento
de amido foliar é consequéncia do acumulo de aescllveis redutores, com o intuito de
manter o equilibrio no potencial redox do citoplascelular (BUCKERIDGE et al., 2004).
Portanto, a reducdo na atividade fotossintéticaseada neste trabalho, pode estar
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relacionada, de modo indireto, com o bloqueio d&ridgem" (saida) de carboidratos das
folhas infectadas. Os virus ao se concentraremiaemnf podem desorganizar os tecidos
condutores, interferindo em seu funcionamento nbrfsarregamento), resultando em
acumulo de fotoassimilados nas folhas infectadsi® Bloqueio no transporte de carboidratos
pode interferir no metabolismo foliar através demgipios da teoria do "sugar sensing"
(JANG & SHEEN, 1994), os quais correlacionam nixdgsagucares sollveis no citoplasma
com o controle da expressao de genes relacionados dotossintese. Neste sentido, Pompe-
Novak et al. (2006) observaram, em plantas infagadhudancas na expressdo de genes
relacionados a fotossintese, sendo que folhassiticas apresentaram expressao reduzida da
maioria dos genes relacionados a fotossintese, atabolismo de pigmentos e a
fotorrespiracdo. Gongalves et al. (2005) e Bergeal.e(2007) também relataram que altas
concentracdes de aclcares nas folhas podem cam@@sdmos na taxa fotossintética, via
mecanismo de retro-inibicdo metabdlica da fotossint

O RSPaV e o GLRaV-2 séo virus que invadem, replisane@ se concentram nos
tecidos do floema. Na replicacéo viral, o virusiftcal a proteina de movimento viral (MP),
que ao interagir com os plasmodesmas para pronsavevimento viral célula-a-célula, pode
alterar, mesmo que temporariamente, a funcionadidiéms plasmodesmas, interferindo no
fluxo de fotoassimilados para o floema (LALONDEagt 2003; GONCALVES et al., 2005;
BALACHANDRAN et al., 1997) e, consequentemente apas 6rgaos-dreno da planta, como
ramos, raizes e frutos.

Os impactos sobre o potencial fotossintético ddsaf) de ambas as cultivares,
potencialmente restringem o acumulo de reservasapacidade de crescimento, refletindo,
consequentemente, em queda de qualidade da pro@ugiodutividade. Cabaleiro et al.
(1999) mencionaram que, embora o desenvolvimentodééas durante os primeiros anos de
cultivo ndo tenha sido afetado pela infeccdo viemlmenor taxa fotossintética liquida,
apresentada pelas plantas infectadas por virug pothprometer a produgdo ao longo dos

anaos.

Andlises enoquimicas:O aspecto geral das uvas colhidas, de plantas ssadia
infectadas, das duas cultivares e submetidas aBlseméenoquimicas, evidenciou o
amadurecimento irregular e incompleto das uvasemiewntes das plantas infectadas (Figura
22).
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Cabernet Franc — Planta sadia

Cabernet Sauvignon — Planta sadia Cabernet Sauvignon — Planta Infectada

Figura 22 - Amostras de uva colhidas em videiras sadias etadas das cvs. Cabernet Franc e
Cabernet Sauvignon, podendo-se observar maturagiular nas amostras provenientes de plantas

infectadas.

As uvas colhidas de plantas infectadas, de ambagates analisadas, apresentaram
resultados que se diferiram estatisticamente dastgd sadias, em cinco das seis variaveis
analisadas (pH apenas para a cv. Cabernet Franpyesseom resultados favoraveis as plantas
sadias (Tabela 25).
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Tabela 25- Resultados da avaliacdo da qualidade enologicavaie colhidas de videiras cvs. Cabernet
Franc e Cabernet Sauvignon infectadas dRupestris stem pitting-associated virus e Grapevine

leafroll-associated virus 2 e sadias. Média de 10 plantas.

Cabernet Franc Cabernet Sauvignon

Variavel Plantas i Plantas )

nfectada Plantas sadia nfectada Plantas sadia
Solidos soluveis totais (SST) (°Brix) 15,35a B8 13,38 A 16,10 B
Densidade a 20°C (g.H! 1,0665 a 1,0759 b 1,0594 A 1,0697 B
pH 3,30 a 3,38b 321la 3,26 a
Acidez titulavel (meqt) 95,09 a 100,28 a 142,81 a 126,58 a
Intensidade total da cor (ITC) (@) 2,572 a 3,044 b 1,383 A 2,126 B
indice de polifendis totais (IPT) (d)! 0,062 A 0,101 B 0,040 A 0,061 B

Letras diferentes na mesma linha, para a mesmaasulindicam diferenca significativa pelo testéldtras

minudsculas, P<0,05; letras mailsculas, P<0,01).

As uvas colhidas de plantas infectadas apresentaedogdes de solidos soluveis
totais (SST) de 2,53 (C. Franc) e 2,72 °Brix (Cuv&mnon), quando comparadas as uvas
colhidas de plantas sadias (Tabela 25). A variagdservada para a densidade reflete
diretamente a variacdo obtida em relacdo aos S§&.variacdo em acumulo de agucares na
uva corrobora as reducfes observadas no potentiakintético e as restricdes no transporte
de carboidratos entre 6rgaos (folha e fruto) emtpkainfectadas, discutido anteriormente.

Considerando-se que, na fermentacao alcodlicarigdpBduzem aproximadamente 1
°GL, seria hipoteticamente necessério compensar restucdo de SST com a adicdo de
sacarose ao mosto, consequentemente, depreciagdalidade do vinho e aumentando os
custos de producdo. Em termos econdmicos, KuhnofaPr(1988) determinaram reducdes,
advindas de plantas infectadas por virus de até ®8%roducédo e de até 70% na receita
auferida, pois na comercializacdo da uva com n?8ox se obtém melhor preco. Resultados
semelhantes foram obtidos por Manini et al. (199Bpmar et al. (2007) que, ao avaliarem as
caracteristicas enoldgicas de uvas provenientgdahdas infectadas por virus, observaram
reducdes nos teores de solidos soluveis totaisieter@sidade da cor. Efeitos negativos mais
acentuados podem ser observados em plantas apreseninfeccbes virais mdultiplas
(GOLINO et al., 2009a e 2009b) ou em vinhedos raaigjos (MAGALHANES et al., 1997;
AKBAS et al., 2009).
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O acumulo de acucares nas folhas (Tabela 24) equéio do transporte desses para
orgdos de reserva acarretam a insuficiente mobdlzade amido em 6rgdos de reserva,
afetando o vigor da planta na estacdo de cresaimsaguinte (MANNINI et al., 1998 e
2006a). As maiores consequéncias da infeccao eimalvideira sdo o amadurecimento
irregular dos cachos, a reducao da produtividadey(ffOLDS et al., 1997; CABALEIRO et
al., 1999; KOMAR et al., 2010) e a diminuicdo da em uvas tintas (LEGORBURU et al.,
2009). O amadurecimento irregular dos cachos padesianar aumento da acidez total
titulavel do mosto da uva (CABALEIRO et al.,, 199®ntretanto este efeito nao foi
significativo nas avaliagcfes realizadas (Tabela R&)maneira geral, estudos mostram que o
mosto da uva de plantas infectadas tendem a apaeseenor pH quando comparadas com o
de plantas sadias (CREDI & BABINI, 1997; CABALEIR® al., 1999; GUIDONI et al. 1997
e 2000; KOVACS et al. 2001), mas esse parametmsaptou diferenca significativa apenas
na C. Franc, possivelmente pelas diferencas erngdés virais e respostas fisioldégicas desta
cultivar.

Uvas provenientes de plantas infectadas tambénsexgegam menor intensidade total
de cor (ITC) e menor indice de polifendis totaBT(J. As expressivas reducdes verificadas na
ITC foram de 15,5% (C. Franc) e 34,9% (C. Sauvigreono IPT foram de 38,6% (C. Franc)
e 34,4% (C. Sauvignon) (Tabela 25). Em se trataledovas viniferas, esses efeitos negativos
tém consequéncias importantissimas para a qualfaedele vinhos finos. De modo geral, as
viroses podem afetar os teores de taninos (polggrdde antocianinas (responsaveis pela
cor), além dos compostos aromaticos, nao avaliadste trabalho (MANNINI et al., 2006a e
2009; BRAR et al., 2008; LEE & MARTIN, 2009), osas comprometem diretamente a
gualidade potencial do vinho produzido.

Os resultados apresentados demonstraram que gdafdapla dos virus GLRaV-2 e
RSPaV afetou negativamente, de forma direta edataidiversas variaveis relacionadas a
fisiologia foliar e a distribuicdo de fotoassimitesd na videira, 0os quais proporcionaram
reflexos significativos sobre a qualidade enologiaaiva.
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4.5 Anexos

Tabela 26- Valores de fotossintese de saturacao, radiag8atdeacao, fotossintese méaxima, ponto de
compensacao, taxa de respiragdo no escuro e rertdigpgéntico aparente de folhas de videikagq
vinifera) cv. Cabernet Franc sadias e infectadas (follrsrsiticas e assintomaticas) c®upestris

stem pitting-associated virus (RSPaV) eGrapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Rendimento
Fotossintese de Radiacéo de Fotossintese Ponto de Taxa de respiracdo quantico aparente
Planta saturagao gmol saturacao gmol maxima (umol compensacdoymol no escuro fimol
CO, m%s?h) foton m%s?) CO, m%s?) foton m2s?) CO, m%s?) Da (nmol
CO,/umol féton)
CF1IS 3,85 421,74 4,50 35,56 2,24 41,00
CF4IS 3,11 330,56 347 44,58 1,80 33,10
CF5IS 4,30 386,65 4,80 35,62 1,52 36,10
CF10IS 4,50 393,78 4,60 33,12 1,54 37,90
Média 394C 383,18 B 4,34B 37,22 A 1,77 a 37,02 b
CF1IA 10,50 392,30 13,50 22,20 1,18 54,70
CF4IA 6,78 469,75 7,65 15,42 0,67 40,58
CF5IA 7,68 462,29 7,98 15,54 0,85 44,40
CF10IA 6,91 360,80 7,75 17,64 0,87 49,11
Média 797B 421,28 B 9,22 AB 17,70 B 0,89b 47820
CF11SD 11,80 744,66 13,05 18,15 1,05 52,70
CF15SD 12,92 639,96 16,10 21,67 151 53,50
CF16SD 10,48 609,15 12,50 18,39 0,84 43,20
CF17SD 10,62 590,23 12,60 24,35 1,15 46,60
Média 11,45 A 646,00 A 13,56 A 20,64 B 1,13b 49400
CV (%) 16,06 11,36 21,59 15,88 22,09 11,07

CF1, 4, 5 e 10, plantas de Cabernet Franc infegtd8afolha infectada e com sintomas e IA, folhkeétada
sem sintomas. CF11, 15, 16 e 17, plantas de Ccladlias; SD, folha sadia. Sintomas avaliados himrde.
Letras diferentes na coluna, para a mesma varigvdicam diferenca significativa pelo teste Tukéstrés
minudsculas, P<0,05; letras mailsculas, P<0,01).
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Tabela 27- Valores de fotossintese de saturacao, radiac8atdeacao, fotossintese méaxima, ponto de
compensacao, taxa de respiragdo no escuro e rertdigpgantico aparente de folhas de videikagq
vinifera) cv. Cabernet Sauvignon sadias e infectadas @oHiatométicas e assintométicas) com

Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV) eGrapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Rendimento
Fotossintese de Radiacéo de Fotossintese Ponto de Taxa de respiragao quantico aparente
Planta saturagao gumol saturagao fimol maxima (umol compensacdoymol no escuro fimol ® |
CO, m?%s?h) foton m%sh) CO, m?%s?h) foton m2sh) CO, m%s?h) a(nmo
CO,/umol féton)
CS1Is 1,92 238,48 2,00 30,46 0,80 14,72
CS6IS 3,25 293,34 3,68 33,91 0,84 26,51
CS7I1S 3,06 245,87 3,29 13,49 0,55 26,90
CS8IS 1,46 160,10 1,68 38,92 1,36 24,50
Média 2,42b 234,44 b 2,66 b 29,19 a 0,88 a 23,15b
CS1IA 4,02 268,00 4,47 21,35 0,33 28,90
CS6IA 7,12 435,17 8,29 24,28 1,00 36,50
CS7IA 5,25 313,57 5,82 6,05 0,25 34,76
CS8IA 5,03 365,31 5,43 18,59 0,75 37,30
Média 535a 345,51 ab 6,01 a 17,56 ab 0,58 a 34,36 a
CS15SD 5,37 354,51 5,99 6,96 0,27 33,00
CS16SD 3,93 329,37 4,49 6,10 0,36 30,83
CS19SD 6,81 454,08 7,50 5,54 0,13 38,15
CS20SD 5,70 339,15 6,20 14,70 0,77 41,39
Média 5,45a 369,28 a 6,04 a 8,32b 0,38a 3584a
CV (%) 25,64 19,57 26,62 44,95 52,63 15,54

CS1, 6, 7 e 8, plantas de Cabernet Sauvignon adast IS, folha infectada e com sintomas e 1A dolfiectada
sem sintomas. CS15, 16, 19 e 20, plantas de Cab®awwignon sadias; SD, folha sadia. Sintomas aladi
visualmente. Letras diferentes na coluna, parasamaeariavel, indicam diferenca significativa pilste Tukey
(P<0,05).
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Tabela 28- Teores totais e individuais de clorofila € b) em folhas de videiras/tis vinifera) cv.
Cabernet Sauvignon sadias e infectadas (folhasnséticas e assintomaticas) cdRapestris stem

pitting-associated virus (RSPaV) eGrapevine |leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Teor de clorofila

Planta
Clorofila total (ICF*) Clorofila a (ICF) Clorofila b (ICF)
CsliIs 33,3 25,5 7,8
Cse6ISs 34,1 26,9 7,2
Cs7IS 37,0 28,4 8,6
Cs8Is 33,8 26,3 7,5
Média 34,6 B 26,8 B 78b
CS1IA 42,6 32,4 10,2
CS6IA 49,8 37,5 12,3
CS71A 49,8 38,3 11,5
CS8IA 41,5 32,0 9,5
Média 459 A 351A 109 a
CS15SD 42,9 33,2 9,7
CS16SD 43,5 34,0 9,5
CS19sD 47,4 35,4 12,0
CS20sD 44,9 34,5 10,4
Média 44,7 A 34,3 A 10,4 a
CV (%) 7,19 6,57 10,72

CS1, 6, 7 e 8, plantas de Cabernet Sauvignon adast IS, folha infectada e com sintomas e A daitiectada
sem sintomas. CS15, 16, 19 e 20, plantas de Cdkb®aneignon sadias; SD, folha sadia. Sintomas adadi
visualmente. * ICF: indice de clorofila Falker. tas diferentes na coluna, para a mesma variawdicam
diferenca significativa pelo teste Tukey (letrasaisiculas, P<0,05; letras mailsculas, P<0,01).
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Tabela 29- Teores totais e individuais de clorofila € b) em folhas de videirad/tis vinifera) cv.
Cabernet Franc sadias e infectadas (folhas sintcasé assintométicas) cdRopestris stem pitting-

associated virus (RSPaV) ésrapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Teor de clorofila
Planta

Clorofila total (ICF*) Clorofila a (ICF) Clorofila b (ICF)
CF1IS 42,0 33,1 8,9
CF4IS 34,4 27,8 6,6
CF5IS 28,2 22,7 55
CF10IS 41,3 32,0 9,3
Média 36,5B 28,9B 76B
CF1lA 54,7 41,7 13,0
CF4lA 43,0 32,9 10,1
CF5IA 46,9 37,0 9,9
CF10I1A 51,4 39,1 12,3
Média 49,0 AB 37,7 AB 11,3 AB
CF11SD 57,9 43,9 14,0
CF15SD 54,8 41,0 13,8
CF16SD 51,5 38,8 12,7
CF17SD 52,9 40,2 12,7
Média 54,3 A 410A 13,3A
CV (%) 10,81 10,28 13,44

CF1, 4, 5 e 10, plantas de Cabernet Franc infegtd8afolha infectada e com sintomas e IA, folhkeétada
sem sintomas. CF11, 15, 16 e 17 plantas de C. Badias; SD, folha sadia. Sintomas avaliados viseate. *
ICF: indice de clorofila Falker. Letras diferentes coluna, para a mesma variavel, indicam diferenca
significativa pelo teste Tukey (P<0,01).
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Tabela 30- Teores de aglUcares soluveis totais e amido ehadotle videiras\tis vinifera) cv.
Cabernet Franc sadias e infectadas (folhas sintcasé assintométicas) cdRopestris stem pitting-

associated virus (RSPaV) €srapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Acucares sollveis totais Amido
(mg/100mg de massa seca) (mg/100mg de massa seca)
CF1IS 3,82 2,96
CF4IS 6,16 1,35
CF5IS 4,98 1,27
CF10IS 5,75 2,01
Média 518 a 1,90 a
CF1lA 4,62 2,27
CF4l1A 3,12 1,44
CF5IA 4,85 0,82
CF10I1A 5,85 1,87
Média 4,61 a 1,60 a
CF11SD 2,30 0,21
CF15SD 2,28 0,03
CF16SD 2,12 0,35
CF17SD 3,43 0,15
Média 2,53b 0,19b
CV(%) 23,1 47,3

CF1, 4, 5 e 10, plantas de Cabernet Franc infegtd8afolha infectada e com sintomas e IA, folhkeétada
sem sintomas. CF11, 15, 16 e 17, plantas de CabEraec sadias; SD, folha sadia. Sintomas avaliados
visualmente. Letras diferentes na coluna, parasmmaevariavel, indicam diferenca significativa pelste Tukey
(P<0,05).
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Tabela 31- Teores de agucares soluveis totais e amido ehadotle videiras\tis vinifera) cv.
Cabernet Sauvignon sadias e infectadas (folhasnséticas e assintomaticas) cdRapestris stem

pitting-associated virus (RSPaV) €srapevine |leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2).

Acucares sollveis totais Amido
(mg/100mg de massa seca) (mg/100mg de massa seca)
CsliIs 4,9 0,37
Cse6ISs 7,42 0,77
Cs7IS 7,57 0,72
Cs8ISs 5,67 0,55
Média 6,39 a 0,60 A
CS1IA 6,01 0,20
CS6IA 5,27 0,59
CS71A 5,76 0,10
CS8IA 3,63 0,30
Média 5,17ab 0,30 AB
CS15SD 3,21 0,03
CS16SD 5,28 0,03
CS19sD 3,65 0,02
CS20sD 4,25 0,02
Média 4,10b 0,03B
CV(%) 21,2 52,16

CS1, 6, 7 e 8, plantas de Cabernet Sauvignon adast IS, folha infectada e com sintomas e 1A daitiectada
sem sintomas. CS15, 16, 19 e 20, plantas de Cdkb®aneignon sadias; SD, folha sadia. Sintomas adadi
visualmente. Letras diferentes na coluna, parasmmaevariavel, indicam diferenca significativa pelste Tukey
(P<0,05).
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Tabela 32- Resultados da avaliacdo da qualidade enoldgisardas provenientes de videiras da cv.
Cabernet Franc infectadas co@rapevine leafroll-associated virus 2 e Rupestris stem pitting-

associated virus ou de plantas sadias.

Planta  °Brix Densidade pH (Anﬁgjc?“z) total Cor A420 nm  Cor A520 nm Cor A620 nm lg:grj':ig? IPT (280 nm)*
CF1 17,0 1,0715 3,31 98,81 0,586 1,090 0,129 1,805 0,024
CF2 18,6 1,0788 3,42 73,92 1,199 1,090 0,305 2,594 0,065
CF3 15,5 1,0655 3,27 114,04 1,055 1,899 0,270 3,224 0,058
CF4 17,9 1,0765 3,45 69,46 1,272 1,913 0,327 3,512 0,091
CF5 15,6 1,0673 3,33 78,38 1,016 1,505 0,235 2,756 0,048
CF6 16,1 1,0698 3,25 96,21 0,806 1,350 0,190 2,346 0,077
CF7 15,0 1,0647 3,28 93,42 0,978 1,515 0,235 2,728 0,085
CF8 16,4 1,0714 3,34 79,49 0,900 1,444 0,212 2,556 0,040
CF9 9,1 1,0447 3,12 149,14 0,846 0,928 0,191 1,965 0,072
CF10 12,3 1,0544 3,19 98,07 0,884 1,133 0,216 2,233 0,062
Média 15,35a 1,0665a 330a 95,09a 0,954 1,387 ,23D 2572 a 0,062 A
CF11 17,2 1,0723 3,47 107,35 1,286 2,106 0,335 73,72 0,101
CF12 17,8 1,0782 3,42 113,30 1,156 1,816 0,280 23,25 0,098
CF13 18,0 1,0752 3,34 96,21 1,010 1,383 0,240 2,633 0,113
CF14 18,2 1,0778 3,45 88,59 1,229 2,163 0,327 3,719 0,107
CF15 19,0 1,0809 3,45 111,44 1,217 1,792 0,278 73,28 0,121
CF16 17,0 1,0725 3,31 86,18 1,005 1,348 0,234 2,587 0,097
CF17 17,6 1,0749 3,38 99,18 1,067 1,613 0,268 2,948 0,103
CF18 17,8 1,0745 3,36 101,22 1,044 1,466 0,259 92,76 0,099
CF19 17,4 1,0779 3,32 88,96 1,065 1,678 0,256 2,999 0,107
CF20 18,8 1,0747 3,28 110,32 0,905 1,363 0,250 82,51 0,068
Média 17,88a 1,0759b 3,38b 100,28 a 1,098 1,673 0,273 3,044 b 0,101 B

CF1 a 10, plantas da cv. Cabernet Franc infect&@fak] a 20, plantas da cv. Cabernet Franc sadias.
*: amostras diluidas 1:100 (v/v) em solucéo hidamdlica. Letras diferentes na mesma coluna, paresmo
parametro, indicam diferenca significativa peldadgletras minisculas, P<0,05; letras mailuscf#&§,01).
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Tabela 33- Resultados da avaliagdo da qualidade enolégisaudas provenientes de videiras cv.
Cabernet Sauvignon infectadas c@rapevine leafroll-associated virus 2 e Rupestris stem pitting-

associated virus ou de plantas sadias.

Planta °Brix Densidade pH Acidez total Cor A420 nm Cor A520 nm Cor A620 nm IntensidaddPT (280 nm)*

(mea/l) total da cor
Cs1 11,8 1,0491 3,06 176,82 0,332 0,461 0,093 0,886 0,033
Cs2 13,8 1,0631 3,15 153,23 0,334 0,561 0,084 0,979 0,032
Cs3 11,3 1,0520 3,12 169,76 0,474 0,773 0,135 1,382 0,031
CS4 12,5 1,0551 3,27 124,44 0,373 0,611 0,100 1,084 0,020
CS5 14,5 1,0663 3,30 117,38 0,408 0,693 0,096 1,197 0,041
CS6 11,4 1,0503 3,11 165,30 0,465 0,810 0,127 1,402 0,045
CS7 13,5 1,0606 3,15 162,52 0,587 1,144 0,151 1,882 0,052
Ccs8 15,6 1,0651 3,27 122,58 0,582 1,135 0,144 1,861 0,057
Cs9 15,3 1,0696 3,43 109,77 0,517 0,885 0,135 1,537 0,039
CS10 14,1 1,0629 3,25 126,30 0,519 0,968 0,135 21,62 0,045
Média  13,38A 1,0594A 321a 1428la 0,459 0,804 0,120 1,383 A 0,040 A
CS11 16,1 1,0703 3,23 129,08 0,612 1,193 0,154 91,95 0,060
CsS12 17,7 1,0754 3,31 106,61 1,077 2,380 0,253 03,71 0,092
CS13 16,2 1,0708 3,23 135,21 0,519 1,062 0,121 21,70 0,048
CsS14 13,8 1,0582 3,12 170,88 0,562 1,072 0,148 21,78 0,052
CS15 16,7 1,0692 3,33 115,90 0,563 1,077 0,144 41,78 0,041
CS16 16,2 1,0688 3,24 136,51 0,568 1,103 0,137 81,80 0,055
CS17 15,8 1,0711 3,30 120,54 0,624 1,146 0,149 91,91 0,058
CS18 16,5 1,0708 3,26 143,76 0,507 0,974 0,122 31,60 0,053
CS19 15,9 1,0711 3,31 112,92 0,734 1,442 0,199 52,37 0,070
CS20 16,1 1,0712 3,29 94,35 0,808 1,587 0,219 2,614 0,076
Média 16,10B 1,0697B 3,26a 126,58 a 0,657 1,304 0,165 2,126 B 0,061 B

CS1 a 10, plantas da cv. Cabernet Sauvignon imfastdCS11 a 20, plantas da cv. Cabernet Sauvighass
* amostras diluidas 1:100 (v/v) em solucéo hidamdlica. Letras diferentes na mesma coluna, paresmo

parametro, indicam diferenca significativa peldadgletras minisculas, P<0,05; letras mailuscf#&§,01).
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