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RESUMO

O virus A da videira (Grapevine virus A, GVA) e o virus B da videira (Grapevirus virus B, GVB) estao associados

a acanaladura do lenho de Kober (“Kober stem grooving”) e ao fendilhamento cortical da videira (“grapevine corky bark™),
respectivamente. Este trabalho descreve o uso de sondas moleculares de cDNA na detecgdo de isolados do GVA (GVA-SP)
e do GVB (GVB-C-SP ¢ GVB-I-SP) em videiras (Vitis spp.) e fumo (Nicotiana occidentalis). As sondas marcadas com
digoxigenina foram produzidas por RT-PCR utilizando oligonucleotideos especificos para os genes da proteina capsidial.
Os RNA totais foram extraidos de 45 plantas de diversas variedades de videira e de 13 plantas de fumo inoculadas
mecanicamente com o GVB. Os RNA extraidos das plantas infetadas, indexadas biologicamente, hibridizaram com as
sondas, ndo se verificando reacdo com plantas sadias. Para confirmar os resultados de hibridizacdo, foram também feitos
testes de RT-PCR. A utiliza¢ao de hibridizag¢ao “dot-blot” com sondas de cDNA mostrou-se eficaz na detecgdo dos virus
com especificidade e sensibilidade, ressaltando-se que, preferencialmente, folhas maduras e ramos dormentes devem ser
utilizados nos testes diagnosticos para o GVB e GVA, respectivamente.

Palavras-chave adicionais: Vizis, Vitivirus, fendilhamento cortical da videira, “grapevine cork barky”, acanaladura
do lenho de Kober, “Kober stem grooving”.

ABSTRACT
Detection of Grapevine virus A and Grapevine virus B by dot blot hybridization with non-radioactive molecular
probes

Grapevine virus A (GVA) and Grapevine virus B (GVB) are involved in the Kober stem grooving and grapevine
corky bark diseases, respectively. This work reports the molecular detection of isolates of GVA (GVA-SP) and GVB (GVB-C-
SP and GVB-I-SP) in grapevines (Vitis spp.) and tobacco (Nicotiana occidentalis) by non-radioactive molecular probes. The
digoxigenin-labeled probes were generated by RT-PCR using specific primers to the coat protein genes. Total RNA was
extracted from 45 plants of several grapevine varieties and from 13 plants of tobacco mechanically inoculated with GVB. The
RNA extracted from infected plants, considered infected by biological indexing, reacted to the cDNA probes while there was
no hybridization with healthy plants. These results were also confirmed by RT-PCR experiments. The use of the cDNA probes
hybridization was proved to be efficient in detecting both GVA and GVB with high specificity and sensitivity. However,
mature leaves and dormant cuttings should be preferably used in diagnostic tests of GVB and GVA, respectively.

Additional keywords: Vitis, Vitivirus, stem grooving, grapevine cork barky, Kober stem grooving.

Entre as principais viroses da videira (Vitis spp.) que
ocorrem no Brasil, destaca-se o complexo do lenho rugoso
(“grapevine rugose wood complex”), termo usado para
descrever um grupo de doencas caracterizadas por alteragdes
no lenho de variedades sensiveis do género Vitis (Minafra,
2000). Incluidos nesse complexo, encontram-se o
fendilhamento cortical ou intumescimento dos ramos
(“Grapevine Corky Bark”, GCB) e a acanaladura do lenho
de Kober (“Kober Stem Grooving”, KSG) (Kuniyuki & Costa,
1982; Kuhn, 1992), duas viroses de ampla distribuicdo,
encontradas em quase todos os paises que cultivam a videira
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(Martelli et al., 1997).

As principais caracteristicas do GCB sao
fendilhamento no cortex, avermelhamento das folhas de
variedades tintas de Vitis vinifera L., reducdo no vigor e
produgdo escassa ou nula dependendo da variedade (Kuniyuki
& Costa, 1982; Kuhn, 1992). O agente etiologico do GCB
tem aproximadamente 8§00 nm de comprimento e ¢
denominado virus B da videira (Grapevine virus B, GVB,
género Vitivirus, familia Flexiviridae) (Martelli et al., 1997;
Adams et al., 2004). No Brasil, o GVB ocorre com incidéncia
de até 20% nos vinhedos do Estado de Sao Paulo (Kuniyuki
& Costa, 1982) e superior a 60% em algumas plantagdes no
Rio Grande do Sul (Kuhn, 1992). Nos vinhedos de Sao Paulo
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dois isolados desse virus foram identificados: o isolado
comum (GVB-C-SP) e o isolado Italia (GVB-I-SP) que sdo
sorologicamente relacionados, mas apresentam sintomas
distintos (Kuniyuki ef al., 2000), estando o gene da proteina
capsidial de ambos ja seqiienciado (Moreira et al., 2004a).

No KSG, os sintomas consistem em acanaladuras ou
longos sulcos no lenho da variedade de porta-enxerto Kober
SBB. A maioria das variedades de copa e de porta-enxerto
de videira ndo apresenta sintomas visiveis da infecgao,
podendo a doenga ser identificada pela enxertia nesse porta-
enxerto indicador. A doenga ¢ atribuida ao virus A da videira
(Grapevine virus A, GVA), género Vitivirus, familia
Flexiviridae (Adams et al., 2004), com particulas
filamentosas de cerca de 800 nm de comprimento. No Brasil,
0 GVA ocorre com incidéncia de 6,1% a 8,6% no Rio Grande
do Sul (Fajardo ef al., 2004) e em torno de 11% nos vinhedos
paulistas (Kuniyuki ef al. 1997). O gene da proteina capsidial
do isolado paulista do GVA (GVA-SP) ja foi seqiienciado
mostrando alta identidade com isolados da Africa do Sul e
Italia (Moreira et al., 2004b).

Tanto o GVA como o GVB sdo virus restritos ao
floema da videira, unica hospedeira natural, apresentam
distribui¢do irregular nos tecidos € uma concentragao que
aumenta durante o periodo vegetativo, atingindo o maximo
no outono, sendo ainda baixa a ponto de dificultar a detecgdo
por métodos de laboratorio (Minafra, 2000). Estas caracte-
risticas, associadas ao fato de serem pouco imunogénicos,
dificultam a deteccdo por métodos sorologicos. Testes
bioldgicos de indexagdo, como a enxertia em videiras
indicadoras, sdo demasiadamente demorados uma vez que a
manifesta¢ao dos sintomas ocorre entre seis e 24 meses para
0o GCB e entre 36 ¢ 48 meses para 0 KSG (Amorim &
Kuniyuki, 1997).

Os métodos moleculares vém se tornando de escolha
para a deteccgdo dos virus associados ao complexo do lenho
rugoso da videira, devido a maior especificidade e
sensibilidade em relagdo aos métodos sorologicos. A técnica
de PCR ja foi utilizada com sucesso para a detecgdo de
vitivirus em tecidos de herbaceas ou videiras infetadas
(Minafra et al., 1992a). A utilizagdo de sondas de acidos
nucleicos para a detec¢do de virus do género Vitivirus
constitui outra alternativa de diagndstico molecular. Sondas
marcadas radioativamente (Minafra et al., 1992b) ou com
digoxigenina (Saldarelli e al., 1994) mostraram-se eficientes
e apresentaram boa sensibilidade na deteccdo. Apesar disto,
a utiliza¢@o de técnicas moleculares para deteccao de virus
de videira no Brasil ¢ ainda incipiente (Fajardo et al., 2004),
sendo a enxertia com videiras indicadoras o método mais
freqiientemente utilizado (Kuniyuki & Costa, 1982;
Kuniyuki, et al., 1997; Kuhn, 1992; Amorim & Kuniyuki,
1997).

O objetivo deste trabalho foi testar a hibridizagao “dot-
blot” com sondas ndo radioativas de cDNA como técnica
alternativa para a detec¢do do GVA e GVB em videiras e em
plantas de fumo inoculadas mecanicamente.

As amostras avaliadas consistiram de 45 plantas de
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diversas variedades de videiras provenientes do IAC (Centro
de Pesquisa e Desenvolvimento de Fitossanidade, Setor de
Virologia), das quais 35 foram testadas quanto a presenca
do GVB e dez quanto a presenca do GVA. Essas plantas
haviam sido previamente submetidas a testes de indexagdo
biologica empregando-se a variedade LN-33 como indicadora
para o fendilhamento cortical e as variedades Niagara Rosada
e Kober 5BB como indicadoras para a acanaladura do lenho
de Kober. Cinco plantas foram consideradas suspeitas ou
possivelmente infetadas pelo fato de as indicadoras nao terem
apresentado sintomas tipicos do fendilhamento cortical no
primeiro ciclo vegetativo. As amostras foram constituidas
por folhas novas e maduras coletadas de videiras em fase
adiantada do ciclo vegetativo (margo) e por ramos dormentes
ou préximos da dorméncia (julho). Além disto, também foram
testadas 13 plantas de fumo (Nicotiana occidentalis Wheeler)
inoculadas mecanicamente com o isolado GVB-C-SP,
mediante fric¢ao de extratos de peciolos e nervuras de folhas
de videiras infetadas em presenga de tampao fosfato pH 7,0
contendo 2,5% (v/v) de nicotina.

De todas as amostras foi extraido RNA total
utilizando-se o método de MacKenzie et al. (1997). Os tecidos
(1g) foram congelados em N, liquido, triturados a po e
misturados com 5,0 ml de tampéo (isotiocianato de guanidina
4 M, acetato de sodio 0,2 M pH 5,0, EDTA 25 mM e PVP-40
2,5%), 0,5 ml de Sarcosil 20% (p/v) ¢ 0,05 ml de 2-
mercaptoetanol. A mistura foi aquecida a 70 °C por 10 min,
resfriada a temperatura ambiente ¢ centrifugada a 10.000 g/
15 min com coleta do sobrenadante e adigdo de igual volume
de isopropanol para precipitagdo dos acidos nucleicos. Apds
incubagdo por 10 min a temperatura ambiente, o RNA total
foi recuperado por centrifugagdo a 10.000 g/10 min e
ressuspendido em 100 pl de tampao desnaturante (MOPS
0,02 M, formamida 67% (v/v) e formaldeido 2,5 M).

As sondas nao radioativas de DNA foram produzidas
por RT-PCR com incorporagdo ao acaso do esterdide
digoxigenina (DIG-dUTP; Boehringer Mannheim) ¢
utilizando oligonucleotideos complementares ao RNA do
GVB ou GVA cujas seqiiéncias sdo as seguintes: GVB: 5’
CAAGCAATTCCCCGAGAGT 3’ (senso) e 5’ TTTAGCCG
CACTCCTT GACT 3’ (antisenso) (nucleotideo 6425 ao
7118) (acesso GenBank: X754480); GVA: 5> GACAAATG
GCACACTAGG 3’ (senso) e 5> AAGCCTGACCTAGTC
ATCTTGG 3’ (antisenso) (nucleotideo 6409 ao 6839) (acesso
GenBank: X75433). A PCR constou de uma desnaturagéo
inicial a 94 °C por 4 min, seguida de 30 ciclos com
desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 45 °C (GVB)
ou 53 °C (GVA) por 1 min e extensao a 72 °C por 2 min, com
uma extensao final a 72 °C por 10 min.

Para a hibridizagao “dot-blot”, os RNA extraidos (1g/
100 ul) foram desnaturados (55 °C por 10 min e resfriamento
imediato em gelo/alcool por 5 min) e aplicados em membrana
de nailon (Hybond-N+; Amersham Biosciences) com a
utilizacdo do aparelho “Bio-dot” conforme especificagdo do
fabricante (Bio-Rad). A pré-hibridizagao foi conduzida a 50
°C por 1 h em solug¢do contendo SDS 7% (p/v), fosfato de
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sodio 0,05 M pH 7,0, formamida 50% (v/v), reagente
bloqueador 2% (p/v) (Boehringer Mannhein), SSC 5X (SSC
1X= citrato de s6dio 0,03 M pH 7,0; NaCl 0,3 M) ¢ N-
lauroylsarcosina 0,1% (p/v). Em seguida, procedeu-se a
hibridizagdo com as respectivas sondas diluidas na solugdo
de pré-hibridizagao a 50 °C por 20 h. Seguiram-se lavagens
com SSC 2X contendo SDS 0,1% (2 x 5 min/temperatura
ambiente) e SSC 1X contendo SDS 0,1% (2 x 15 min/68 °C).
A detecgdo foi feita com anti-soro anti-digoxigenina
conjugado com fosfatase alcalina, substrato quimiolumines-
cente (CDP-Star, Amersham-Pharmacia) e exposi¢do em
filme de raio X por 20 min.

Foram usados como controles positivos plasmideos
recombinantes contendo fragmentos amplificados do genoma
do GVA ou GVB (regido da proteina capsidial) (Moreira et
al., 2004a, b).

Oito amostras (quatro para o GVA e quatro para o
GVB) também foram testadas por RT-PCR, seguindo-se as
condigdes descritas por Moreira et al. (2004a, b) e com os
mesmos oligonucleotideos utilizados para a producao da
sonda.

Os resultados da hibridizagao “dot-blot” estdo
apresentados na Figura 1. Para avaliar a especificidade das
sondas, foram feitos testes de hibridizagao utilizando a sonda
produzida para o GVA com acidos nucleicos de planta
infetada com o GVA (videira 2*: ‘Kober 5SBB’/‘Niagara’),
com o GVB (videira 2: ‘Niagara Branca’) ¢ com o virus
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associado ao lenho estriado de Rupestris (Rupestris stem
pitting associated virus, RSPaV) género Foveavirus
(variedade Brasil). Um “dot-blot” similar foi hibridizado com
a sonda produzida para o GVB. As sondas mostraram-se
especificas, hibridizando somente com o respectivo RNA
complementar (Figura 1A e 1B).

Para 0 GVB, observou-se que quando as amostras de
tecidos utilizadas para extragdo de RNA foram obtidas de
folhas maduras de videira, a hibridizac¢ao foi verificada em
um numero maior de amostras (Figura 1C) e os dados foram
concordantes com os resultados da indexacgdo biologica
(Tabela 1). No entanto, quando folhas novas das mesmas
plantas foram utilizadas, houve hibridizagdo em poucas
amostras sugerindo uma baixa concentragio viral ou auséncia
do virus em folhas jovens de videira (dados ndo mostrados).
Também foram realizados testes para a detecgdo do GVB
com tecidos dos ramos, sendo obtidos resultados similares
aos de hibridizagdo utilizando folhas maduras (dados néo
mostrados).

Nos testes para o0 GVA, a utilizagdo de amostras de
tecidos de folhas, tanto novas quanto maduras, ndo foi
eficiente para a detec¢do do virus (dados ndo mostrados).
Somente quando foram utilizadas amostras de tecidos dos
ramos (regido do floema) é que se obteve hibridizacao
detectavel (Figura 1D).

Esses resultados podem ser explicados em fungdo da
baixa concentragao e distribuigdo irregular de ambos os virus
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FIG. 1 - Hibridizacao “dot-blot” com sonda para o Grapevine virus A (GVA) (A) e Grapevine virus B (GVB) (B) em RNA total
extraido de videira (Vitis spp.) infetada com GVA (1), GVB (2) e Rupestris stem pitting associated virus (RSPaV) (3). C:
Hibridizagao “dot blot” (sonda para o0 GVB) com RNA total extraido de folhas maduras de videira e analise dos produtos
amplificados por RT-PCR (abaixo do “dot”). D: Hibridizagdo “dot blot” (sonda para o GVA) com RNA total extraido de ramos
dormentes de videira e analise dos produtos amplificados por RT-PCR (abaixo do “dot”). Os niimeros das figuras C e D
referem-se as variedades listadas nas tabelas 1 e 2. E: Hibridizagao “dot-blot” de Nicotiana occidentalis inoculadas
mecanicamente com o GVB, 1: controle positivo, amostra 15: planta sadia.
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nos tecidos da planta, sendo estas caracteristicas ainda mais
acentuadas em relagdo ao GVA (Minafra, 2000). Dessa forma,
para otimizar os testes de detec¢ao por sonda, deve-se utilizar,
preferencialmente, folhas maduras para a detecgdo do GVB
e ramos dormentes ou proximos da dorméncia para a detec¢ao
do GVA. Em periodos de dorméncia da videira, os ramos
também podem ser utilizados para a detecgdo do GVB com
eficiéncia comparavel as folhas maduras.

Os resultados de hibridiza¢do com as sondas foram,
em geral, concordantes com aqueles fornecidos pela
indexagdo biologica (Tabelas 1 e 2), sendo possivel detectar
os dois isolados do GVB ¢ 0 GVA e também determinar o

TABELA 1 - Deteccdo do Grapevine virus B (GVB) por
hibridizagdo em amostras indexadas para o fendilhamento cortical
(GCB) por teste biologico

Indexacio

N’ Variedade de Vitis spp. Biolégica* Hibridizacio
1 Controle positivo: gene da CP J— +
2 Niagara Branca (22.7954) GCB-C +
3 Niagara Bran ca (22.7953) GCB-C +
4 Niagara Branca (AG 1264) Sadia -
5 Rubi (22.7349) GCB-C +
6 Seibel 2 (SR 1644) GCB-C +
7  Seibel 2 (SR 1642) GCB-C +
8  Rupestris du Lot (VT 13) Sadia -
9 Niagara Rosada (17.1044) GCB-C +
10 Niagara Rosada (22.7951) Possivelment e +

infetada

11 Niagara Branca (22.6354) GCB-C +
12 Cardinal (17.1038) Possivelmente +

infetada

13 Italia (22.7352) GCB-C +
14 TAC313 (VT 1766) GCB-C +
15 LN-33 (VT 1969 -01) Sadia -
16 Rubi (17.1034) GCB-C
17 Cardinal (Mo 1792a) Possivelmente -

infetada

18 Rupestris du Lot (22.7242) GCB-C +
19 Italia (22.7353) GCB-1 +

20 Isabel (SR 541) Sadia -

21 Rupestris du Lot (22.7238) GCB-C +

22 IAC 313 (22.7406) GCB-C +

23 IAC313 (VT 1767) Sadia -

24 Tsabel (22.6363) GCB-I +

25 Brasil (TP 1780) Possivelmente -

infetada

26 Rubi (08.1178) Sadia -

27 TIsabel (22.6364) GCB-I +

28 Niagara Rosada (17.1044) Possivelmente

infetada

29 Kober 5BB (AG 1267) Sadia -

30 Rupestris du Lot/It alia (22.6276) GCB-I +

31 Rupestris du Lot/It alia (22.6277)  GCB-I +

32 LN-33(08.2565) Sadia -

33 Italia (seedling 01/96) Sadia -

34  Rupestris du Lot/Rubi (22.7369) GCB-I +

35 Rupestris du Lot/Brasil (22.7368) GCB-I +

36 Brasil (seedling 01/03) Sadia -

*GCB-C: infetada pelo isolado comum; GCB-I: infetada pelo isolado Italia;
+: presenga de hibridizagao; -: auséncia de hibridizagao
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estado fitossanitario das cinco plantas suspeitas de infecgao.
As amostras 17 e 25, que foram determinadas como
possivelmente infetadas por GVB no teste biologico nao
produziram hibridizag¢@o. Além disso, um dado discordante
foi observado: a videira 9* (Kober 5SBB/SR 01), considerada
sadia por meio dos testes da indexagdo bioldgica, apresentou
hibridizagdo “dot-blot” com a sonda para o GVA. Para
confirmar alguns resultados de hibridizagao, foram realizadas
reagdes por RT-PCR com essa amostra discordante e com
outras amostras selecionadas aleatoriamente, totalizando oito
amostras, quatro testadas para a presenca do GVA e quatro
para o GVB (Figura 1C e 1D). Os resultados do RT-PCR
confirmaram aqueles da hibridizagdo, mostrando a eficacia
da sonda na detecgdo viral. A videira 9* apresentou
amplificagdo por RT-PCR, concordando com os dados obtidos
nos testes de hibridizag@o e confirmando a infecg@o da planta
pelo GVA. Essa planta estd sendo observada e,
provavelmente, vira manifestar os sintomas da doenga nos
proximos ciclos vegetativos.

A sonda também foi eficiente para a deteccao viral
em N. occidentalis inoculada mecanicamente com o GVB-
C-SP, sendo o virus detectado em 11 das 13 plantas
inoculadas, ndo havendo reagdo com a planta sadia utilizada
como controle (Figura 1E). Assim sendo, das 13 plantas
inoculadas duas ndo foram infetadas (E4 ¢ E6). Isso permite
que a sonda também possa ser utilizada para testar e
selecionar plantas herbaceas infetadas mecanicamente.

A utilizag@o de sondas de acidos nucleicos para a
detecgdo de virus do género Vitivirus ja havia sido relatada
com sucesso (Minafra et al., 1992b; Saldarelli, 1994). No
entanto, em ambos os casos, foram verificados a interferéncia
de substancias inibidoras presentes na videira, como 0s
taninos, o que requeria passos adicionais de purificagdo dos
acidos nucleicos. A metodologia para a detec¢ao por sondas,
apresentada nesse trabalho, dispensou o uso de colunas de
afinidade que poderiam elevar os custos de aplicagdo da sonda

TABELA 2 - Detecgao do Grapevine virus A (GVA) por hibridizagao
em amostras de videira (Vitis spp.) indexadas para a acanaladura
do lenho de Kober (KSG) por teste bioldgico

N’ Var iedade de Vitis spp. 1;3322;;:: Hibridizacdo'
1* Controle positivo: gene da CP — +
2* Kober 5BB/Niagara Rosada (22.6398)  KSG +
3* Kober 5BB (AC 1267) Sadia -
4* Kober 5BB/Niagara Rosada (22.6403)  KSG +
5* Kober 5SBB/Niagara Rosada (22.6833) KSG +
6* Kober 5BB/Niagara Rosada (22.6 857) KSG +
7* Kober 5BB/Niagara Rosada (22.6858)  KSG +
8* Kober 5BB/Niagara Rosada (22.6866)  KSG +
9* Kober 5BB (SR 01) Sadia +
10* Kober 5SBB/Niagara Rosada (22.6875)  KSG +
11* TAC 766/Niagara Rosada (22.7093) KSG +

Ipresenca de hibridizagao, - :auséncia de hibridizagao.
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na analise de um grande niumero de amostras e, mesmo sem
0 uso dessas colunas, ndo foram verificadas interferéncias
das substancias inibidoras na reagao.

Os métodos bioldgicos, com transmissdo por enxertia
em variedades indicadoras (Kober 5BB, Niagara Rosada e
LN33), tém grande importancia em programas para produzir,
manter e propagar material basico livre de virus. Entretanto,
a manifestacdo de sintomas caracteristicos de infec¢do viral
pode ocorrer somente dois anos ap6s a enxertia (Kuniyuki &
Costa, 1982; Amorim & Kuniyuki, 1997; Minafra, 2000), o
que torna o teste bastante demorado. Associado a esses
programas ¢ premente a implanta¢@o de métodos de diagnos-
tico rapidos e confiaveis das viroses da videira no Brasil.

As sondas produzidas apresentaram especificidade e
sensibilidade na deteccdo do GVA ¢ do GVB, podendo ser
utilizadas como alternativa aos testes sorologicos para
identificacdo desses virus e para as triagens iniciais de
material de videira destinado a propagacdo, desde que
amostras adequadas sejam escolhidas para analise. A técnica
de hibridizag¢ao “dot-blot” utilizando essas sondas podera
ser empregada concomitante aos testes de indexagao biologica
por enxertia, que sdo ainda imprescindiveis nos programas
de obtengdo de material propagativo sadio de videira.
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