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RESUMO

Em S3o Paulo, ocorrem quatro isolados do virus que induz
0 mosaico das nervuras da videira (Vitis spp.), 0s quais sdo
diferenciados pelos sintomas que provocam em algumas variedades.
Para confirmar a identidade desse virus e o relacionamento existente
entre os quatro isolados, foram aplicados os testes DAS-ELISA e
TAS-ELISA usando anti-soros comerciais contra 0 Grapevine fleck
virus (GFkV). As fontes de antigeno foram tecidos de floema de
ramos dormentes e de folhas jovens da brotagdo de primavera de
videiras sabidamente infetadas. As reagdes nos testes imuno-
enziméticos envolvendo os quatro isolados do virus foram positivas
para o anti-soro contra 0 GFkV. Os resultados foram também

positivos para amostras de 66 plantas infetadas de 26 variedades de
videira procedentes de 11 regides viticolas de S&o Paulo e de 24
plantas de 12 variedades provenientes dos estados de Minas Gerais,
Parand, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Santa Catarina. Extratos
de folhas novas e tenras apresentaram valores de absorbancia mais
consistentes do que extratos de ramos dormentes. Plantas nao
infetadas foram empregadas como controle negativo. Os resultados
obtidos confirmaram que os quatro isolados virais possuem
relacionamento sorolégico com o GFkV, sugerindo que os mesmos
pertencem a0 complexo vira que causa o “grapevine fleck disease”.

Palavr as-chave adicionais: Vitis spp., Grapevine fleck virus.

ABSTRACT
Serological identification of the Grapevine fleck virusin Brazil

In the State of S8o Paulo, four different isolates of the virus
that induces chlorotic translucent vein break in the minor veins of
grapevines (Vitis spp.) were separated by their differentia biologica
behaviour and tested for their relaionship to Grapevine fleck virus (GFkV)
by DASELISA and TASELISA with commercid antisera againgt GFKV.
Young leaves from spring shoots and dormant cuttings were used for
antigen extraction. All infected plants were previoudy indexed by graft-
inoculation to ‘Rupestris du Lot’. The four isolates gave positive

reactions to the GFkV antiserum. Positive ELISA reactions were
observed in 66 samples of 26 varieties, from 11 grgpe-growing areas
from the State of S8o Paulo aswell as 24 samples, of 12 varieties, from
five other states of Brazil. Hedlthy plants consistently gave negative
results. Young leaves were better sources of antigen than cortical
scrapings of dormant cuttings. The results showed that the four isolates
have a serological relationship with the GFkV, suggesting that they
belong to the virad complex that induce grapevine fleck disease.

A virose, caracterizada por sintomas de mosaico das
nervuras em videira (Vitis spp.), ocorre de maneira
generalizada nas regifes viticolas do Brasil (Kuhn, 1992;
Kuniyuki & Costa, 1987, 1995). Essa doenca, com base nos
sintomas causados em videira indicadora, tem sido
considerada semelhante ao “ grapevine fleck disease”, virose
jadescritaem outros paises (Hewitt et al., 1972). Ossintomas
caracteristicos das duas doencas sdo evidenciados no porta-
enxerto de videira ‘Rupestris du Lot’ (‘St. George') pela
presencade palidez das nervuras de terceira e quarta ordens,
de um a trés milimetros de comprimento, de folhas jovens e
meédias, durante a fase de brotacdo de primavera (Hewitt et
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al., 1972; Kuhn, 1992; Kuniyuki & Costa, 1994).

O “grapevine fleck disease” € induzido por um virus
de particulas isométricas de ca. 30 nm de didmetro, denomi-
nado Grapevine fleck virus (GFkV) (Boscia et al., 1991), o
qual élimitado ao floema e ndo é transmitido mecanicamente.
Sua classificacao taxondmicaaindando esta definida, embora
possua algumas caracteristicas encontradas em espécies dos
géneros Tymovirus e Marafivirus (Martelli, 2000;
Sabanadzovic et al., 2000). O GFkV tem sido detectado por
meio de métodos soroldgicos e moleculares (Boscia et al.,
1991; Sabanadzovic et al., 1996).

Em S&o Paulo, ocorrem quatro isolados do virus do
mosai co das nervuras da videira que, apesar de causarem 0s
sintomas tipicos de palidez das nervuras em ‘Rupestris du
Lot’ (Figura 1A), sdo diferenciados pela sintomatologia
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FIG. 1 - Sintomas de palidez das nervuras induzidos pelo
isolado comum do virus causador do mosaico das
nervuras da videira (Vitis spp.). A - Folhas do
porta-enxerto ‘Rupestris du Lot’ (a direita, fo-
Iha de planta sadia). B - Folha do porta-enxerto
‘Kober 5BB’ (a direita, folha de planta sadia).

observadaem outras variedades de videiraou pelaintensidade
dos sintomas. Séo eles: (a) isolado comum (C), assim
denominado por ser 0 mais freqiiente dentro dos vinhedos
paulistas, causa sintomas evidentes no porta-enxerto Kober
5BB, mas ndo na variedade Kyoho (Figura 1B); (b) isolado
Itdlia (1), obtido inicialmente de plantas assintométicas da
variedade Itdlia, também de ocorréncia generalizada, ndo
induz sintomasem ‘Kober 5BB’ e‘Kyoho'; (¢) isolado obtido
da variedade Kyoho (K), que provoca sintomas de palidez
das nervuras em ‘Kyoho’, mas ndo em ‘Kober 5BB’ e (d)
isolado fraco (F), obtido de uma planta sem sintomas de uva
Italia, causa reacOes bastante fracas em ‘Rupestris du Lot’,
tanto no nimero de manchas como na intensidade dos
sintomas, quando comparadas com as induzidas pelo isolado
Itdlia, mas ndo provocaateragdesem ‘Kober 5BB’ e Kyoho'
(Kuniyuki & Costa, 1994; 1995).

O virus que induz 0 mosaico das nervuras causa
infeccdo latente na maioria das variedades de videira de
importancia econémica no Brasil e em outros paises. As
perdas causadas pelo virus ainda ndo foram relatadas, mas
sabe-se que o patdgeno reduz o vigor das plantasinfetadas de
algumas variedades de copa e de porta-enxerto, como também
altera a intensidade da colorag@o dos frutos (Kuniyuki &
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Costa, 1994).

Para confirmar aidentidade dos quatro isoladosvirais
ocorrentes nas videiras em Sdo Paulo e o relacionamento
existente entre esses isolados e 0 GFkV, foi aplicado o teste
TAS-ELISA, utilizando-se anti-soro comercia contrao GFkV
(Agritest, Bari-Valenzano, Italia) e empregando-se o
procedimento desenvolvido por Bosciaet al. (1995). Realizou-
se, em menor escala, 0 DAS-ELISA, utilizando anti-soro
contrao GFkV (Bioreba, Suica) com o protocol o adotado por
Ramel et al. (1993).

Os testes soroldgicos foram efetuados, entre junho/
1999 e outubro/2001, no Laboratério de Virologia Vegeta do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia
Agricola da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, ESALQ/USP, Piracicaba, SP.

Todas as plantas usadas nos testes sorol 6gicos foram,
inicialmente, enxertadas navideiraindicadora ' Rupestris du
Lot’, sendo mantidas em casa de vegetacdo ou em canteiros
do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Fitossanidade,
Setor de Virologia, do Ingtituto Agronémico de Campinas
(IAC). Essas plantas infetadas, pertencentes a diferentes
cultivares, eram procedentes de diversas areas viticolas do
Estado de S8o Paulo, taiscomo Atibaia, BiritibaMirim, Capdo
Bonito, Itupeva, Jales, Jundiai, Pilar do Sul, S0 Miguel
Arcanjo, S8 Roque, Tupi Paulista e Vinhedo.

As fontes de antigeno para o teste foram tecidos de
folhasjovens, tenras e aclorofiladas dabrotacdo de primavera
e de tecidos obtidos mediante raspagem do cambio, ap6s
retirada da casca, de ramos dormentes ou préximos da
dorméncia.

Para o teste TAS-ELISA, placas de poliestireno
(Corning ou Castor) foram submetidas a uma cobertura com
200 i de anti-soro policlonal, diluido a 1:1.000 em tampao
carbonato 0,05 M, pH 9,6 e incubadas a 37 °C durante 2 h.
ApOs lavagem (trés vezes com tampédo PBST, pH 7.4, com
intervalo de 3 min), as amostras, diluidas a 1:15 (p/v) em
tampédo Tris-HCI 0,5 M, pH 8,2, contendo NaCl a 0,8% (p/
V), PVP 40.000 a 2% (p/v), PEG 6000 a 1% (p/v), NaN, a
0,02% (p/v) e Tween 20 a 0,05% (v/v), foram adicionadas
aos pogos (200 m) das placas e incubadas por 2 h a 37 °C.
Seguiram-se descarte, nova lavagem e adi¢cdo de 200 i de
anti-soro monoclonal (1:1.000) em tampdo conjugado,
constituido de PBS-T, pH 7,4, contendo 2% de PV P 40.000
(p/v) € 0,2% de BSA (p/v), com incubagdo por 2 h a 37 °C.
Ap6s nova lavagem, adicionaram-se 200 m do conjugado de
anti-soro monoclonal com fosfatase alcalina, diluido 1:1000
em tampéo conjugado. Apds incubacdo por 2 h a 37 °C,
seguida de lavagem, colocaram-se 200 i de substrato (r -
fosfato de nitrofenil, Sigma N-9389, 1 mg/ml em
dietanolamina 10%, pH 9,8). Quando necessdria, a reacdo
foi paralizada pela adicéo de 50 m de NaOH 3 M.

A absorbéncia a 405 nm foi registrada em um leitor
de ELISA (S960, Metertech, Taiwan). Uma amostra foi
considerada positiva quando o valor da absorbancia foi trés
vezes superior ao valor da absorbancia da amostra de planta
sadia. Os valores foram obtidos, em média, de 1 a 3 h de
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TABELA 1-Valoresmédiosdeabsorbéancia (A, ) obtidos
por TAS-EL|SA paraamostrasinfetadaspor
quatro isolados do virus do mosaico das
nervurasdavideira (Vitisspp.), testadoscom
um anti-soro contra o Grapevine fleck virus
(GFkV) (Agritest), em duas repeticdes por
planta. S&o Paulo, 1999-2000

Absorbéncia
Variedade e procedéncia** I\s/;iorI:JcP Folhas Ramos
novas dormentes
Isabel (SR) C 0,877 0,330
Niagara Rosada (JD) C 1,073 0,477
Seibel 2 (SR) C 0,984 0,654
Red Globe (SMA) I 0,768 0,376
Itdlia (IT) | 1,170 0,732
Thompson Seedless (JD) I 0,954 0,436
Kyoho (JD) K 0,826 0,380
Kyoho (SMA) K 0,973 0,496
Kyoho Rosado (SMA) K 0,758 0,301
Italia (CB) F 0,816 0,362
Rupestrisdu Lot (CP) F 0,962 0,448
Controle positivo (Agritest) GFkV 1,160 0,892
Controle negativo (Agritest) Sadio 0,058 0,077
Niagara Rosada (CP) Sadia 0,067 0,064
[tdlia (CP) Sadia 0,053 0,063
Kyoho (CP) Sadia 0,078 0,068
Isabel (CP) Sadia 0,055 0,076
Seibel 2 (CP) Sadia 0,062 0,059
Rupestris du Lot (CP) Sadio 0,051 0,060

* Virus do mosaico das nervurasdavideira: C = isolado comum; I=isolado da
variedade Itdlia; K = isolado da variedade Kyoho e F = isolado fraco.

** CB = Capdo Bonito, CP = Campinas, IT = Itupeva, JD = Jundiai, SMA =
S&0 Miguel Arcanjo e SR = Sdo Roque

incubacdo do substrato no escuro a temperatura ambiente.

O procedimento adotado para 0 DAS-ELISA foi o
recomendado pela Bioreba. Aliquotas de 200 ul de anti-soro
policlonal, diluido a 1:1.000 em tamp&o carbonato, foram
colocadas hos pocos das placas de poliestireno e incubadas a
30°C durante 4 h. Ap6slavagem, amostrasforam adicionadas
a0s pogos (200 M) eincubadas a4-6 °C durante anoite. Depois
de lavagem, colocaram-se 200 mi do anti-soro monoclonal
conjugado com fosfatase alcaina, diluido a 1:1.000 em tampéo
de conjugado. Apés incubacdo por 5 h a 30 °C, seguida de
lavagem, adicionaram-se 200 m de substrato (r -fosfato de
nitrofenil, 1 mg/ml) diluido em dietanolamina a 10%, pH
9.8. A composicdo dos tampdes, as lavagens e as demais
operacOes para a execucdo do teste foram semelhantes aos
adotados parao TAS-ELISA.

Na Tabela 1, encontram-se os resultados médios de
absorbéncia, obtidos por TAS-ELISA, considerando amostras
foliares e de ramos dormentes, separadamente, e envolvendo
0s quatro isolados virais.

No DAS-ELISA, as amostras constituidas por folhas
jovens exibindo sintomas evidentes de mosaico das nervuras
e por estacas dormentes de videiras coletadas em Julho de
2001, foram distribuidas em uma mesma placa adotando-se
duas repeticdes. Todas as oito amostras, provenientes de duas
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plantas infetadas por cada um dos quatro isolados, deram
reagdes positivas, com os val ores médios de absorbancia para
extratos foliares variando de 0,948 a 1,507, em comparacdo
com os val ores médi os obtidos paraamostras de plantas sadias
(0,03). Os vaores das absorbancias para extratos de tecidos
de floema de estacas dormentes variaram de 0,236 a 0,406.

Os resultados obtidos nos dois testes sorol gicos
confirmaram gue o virus que provoca o mosai co das nervuras
em videiras em Sao Paulo possui relacionamento sorol égico
com o GFkV e que os quatro isolados, considerando as
diferencas na sintomatologia exibida nas indicadoras,
constituem-se, provavel mente, estirpes do mesmo virus e um
possivel complexo do GFkV.

A ocorréncia desses quatro isolados apresenta
importanciaetiol 6gica, contudo, somente por meio de estudos
envolvendo técnicas moleculares, como o sequienciamento do
genoma viral, as distingGes genéticas dos virus poderéo ser
evidenciadas. |solados do GFkV com diferencas bioldgicas
jaforam relatados anteriormente em outros paises, ndo tendo
havido, no entanto, estudos com maiores informacfes de suas
caracteristicas (Hewitt et al.,1972; Bovey, 1972; Triolo &
Materazzi, 1987).

Diante das evidéncias de que os quatro isolados virais
sdo sorologicamente relacionados com o GFkV, plantas
procedentes de diferentes areas viticolas do estado de S&o
Paulo foram posteriormente submetidas aos testes imuno-
enzimaticos. Os resultados foram positivos para todas as
amostras. Asvariedades e 0 nUmero de plantastestadas, entre
parénteses, foram: Itdlia (5), Rubi (3 ), Benitaka (3), Brasil
(3), Alphonse Lavallée (1), Moscatel de Hamburgo (2), Kyoho
(3), Kyoho Rosado (2), Olimpia (1), Patricia (2), Patricia
Branca (2), Seibel 2 (3), Isabel (3), Thompsom Seedless (2),
Piratininga(2), Red Globe (3), Flame Seedless (2), Centennial
Seedless (2), Niagara Rosada (5), Niagara Branca (3), |IAC
138-22 (2), IAC 116-31 (2), IAC 514-6 (Maria) (2), Don
Mariano (2), Kober 5BB (3) e Rupestris du Lot (3).

Asplantas de variedades procedentes de cinco estados
brasileiros, previamente testadas por indexacdo bioldgica,
também reagiram positivamente para o GFkV. Foram as
seguintes: FolhadeFigo (2) e Piratininga(1) deMinas Gerais,
Flame Seedless (1) e Thompson Seedless (1) do Rio Grande
do Norte; Itdlia(2) e Red Globe (2) de Pernambuco; Riesling
(2) elAC 116-31 (2) de Santa Catarinae Benitaka (3), Brasil
(2), Italia (3), Rubi (2) e Kyoho Rosado (1) do Parana.

Plantas consideradas livres do GFkV, pelaindexacdo
biol6gica mediante emprego de videira indicadora e por
termoterapia, apresentaram resultados negativos em ELISA.
As referidas plantas pertenceram as variedades Benitaka,
Isabel, Itdlia, Kyoho, Niagara Branca, Niagara Rosada,
Patricia, Rubi, Seibel 2, Kober 5BB e Rupestris du Lot.

Durante aexecucdo dostestesde ELISA, foi verificado
gue os extratos de folhas novas, tenras e aclorofiladas da
brotacdo de primavera, principamente aguelas em inicio de
desenvolvimento dos sintomas, apresentaram valores de
absorbancia mais consistentes do que os extratos de ramos
dormentes ou proximos da dorméncia, sob condicdes
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ambientais de S0 Paulo. Em diversas ocasifes, testes
realizados com ramos dormentes necessitaram ser repetidos.
Em outros paises, testes envolvendo folhas novas e ramos
dormentes apresentaram resultados similares para 0 mesmo
teste imuno-enzimatico empregado neste trabalho (Boscia et
al., 1995; Schieber et al., 1997). Foi também observado que
folhas novas e tenras de brotacéo vigorosa, originada
posteriormente afase de brotacéo de primavera constituiram-
se em boas fontes de virus, nos periodos de predominio de
temperatura amena.

Os resultados obtidos indicaram gque a indexagéo
biolégica baseada na enxertia para a videira indicadora
‘Rupestrisdu Lot’ foi maiseficientedo queo ELISA, quando
se empregaram extratos de ramos dormentes para a reacdo
soroldgica. Entretanto, o teste soroldgico é de ato valor para
astriagensde material devideira, desde que se usem amostras
foliares adequadas, que s6 podem ser obtidas em periodo de
crescimento inicial davideira. Para os testes de obtencdo de
clones sadios, considera-se ainda indispensavel 0 emprego
de videiraindicadora.
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