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RESUMO

O Grapevinevirus A(GVA) estdassociado a“ Acanaladura
do lenho de Kober”, uma doenca do complexo rugoso da videira
(Vitisspp.). Neste trabalho, um isolado brasileiro de GVA (GVA-
RS) foi caracterizado biologicamente por transmissdo mecanica
para cinco hospedeiras herbaceas e por enxertia na videira
indicadora cv. Kaober 5BB, e também por sorologia. O RNA total
foi extraido de videira infetada cv. Pirovano 65. Para a RT-PCR,
dois pares de oligonucleotideos foram utilizados. Dois fragmentos
de DNA, 430 e 451 pb, apresentando sobreposic¢éo parcial de
nucleotideos, foram amplificados por PCR. A seqliéncia do gene

da proteina capsidial do GVA-RS com 597 nucleotideos e 198
aminoacidos deduzidos, com massa molecular calculada de 21,6
kDa, foi alinhada a outros isolados virais. As sequéncias de
nucleotideos e aminoécidos deduzidos do GVA-RS apresentaram
maior identidade, 91,4% e 95,4%, respectivamente, com um isolado
italiano. O GV A-RS apresentou expressivadivergénciadosVitivirus
Heracleum latent virus (HLV), Grapevine virus B(GVB) e
Grapevine virus D(GVD), com identidade de nucleotideos
variando de 76% a 83,1%.
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ABSTRACT

Detection and coat protein gene characterization of an isolate
of GrapevinevirusA

The GrapevinevirusA (GVA) isassociated with the Kober
stem grooving disease, which is part of the grapevine (Vitis spp.)
rugose wood complex. In this work, a Brazilian isolate of GVA
(GVA-RS) was characterized biologically by mechanical transmission
to five herbaceous hosts, by grafting on Kober 5BB grapevine
indicator and by serology. Total RNA was extracted from infected
grapevine cv Pirovano 65. For a reverse transcribed polymerase
chain reaction, two sets of primers were used, resulting in two

partially overlapping DNA fragments of 430 and 451 base pairs.
The coat protein gene sequence of GVA-RS with 597 nucleotides
and 198 deduced amino acidswith apredicted Mr of 21.6 kDa, was
aligned with those of other viral isolates. The nucleotide and the
amino acid sequences of GVA-RS were closest in identity to an
Italian isolate, 91.4% and 95.4%, respectively. The GVA-RS
exhibited a strong divergence to the vitiviruses Vitivirus
Heracleum latent virus (HLV), Grapevine virus B(GVB) and
Grapevine virus D (GVD), displaying nucleotide identity of 76%
- 83.1%.

INTRODUCAO

O lenho rugoso da videira (“ Grapevine rugose
wood”), que ocorre em vinhedos dos Estados de Pernam-
buco, Rio Grande do Sul, Sao Paulo e em varios paises
viticolas, € um complexo de quatro doencas causadoras de
alteracdes no lenho de plantasinfetadas, do qual faz partea
virose Acanaladura do lenho de Kober (“Kober stem
grooving”) (Kuhn et al., 2000; Kuniyuki, 2001).

A acanaladura do lenho de Kober tem etiologia
atribuida ao virus A da videira (Grapevine virus A, GVA),
espécie-tipo do género Vitivirus (Garau et al., 1994;
Regenmortel et al., 2000). Este virus possui particulas alon-
gadas eflexuosas medindo 725-825 x 12 nm egenomade RNA
fita simples e senso positivo com aproximadamente 7.400
nucleotideos. O genoma viral jafoi seqgiienciado (Minafra
et al., 1994; Minafraet al., 1997; Martelli et al., 1997).
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O GV A étransmitido mecanicamente, de formaexperi-
mental e com dificuldade, para algumas hospedeiras
herbaceas (Monette et al., 1990). Tal dificuldade, pode advir
dofato deo GVA ter sualocalizagdo restritaao floemaem sua
hospedeira natural, a videira {itis spp.) (Martelli et al.,
1997). A transmissédo do GV A também ocorre pelaenxertiae
a dispersdo do virus por meio de material propagativo
infetado. N&o se tem relato da transmissdo de GVA de uma
videira a outra por meio de ferramentas.

O GVA pode ser transmitido de maneira semi-
persistente por vérias espécies de cochonilhas da familia
Pseudococcidade (Pseudococcus longispinus Targioni
Tozzetti, P. affinisMaskell, Planococcus citri Risso eP. ficus
Signoret), havendo aindarel ato de transmisséo por Coccidae
(Neopulvinariainnumerabilis Rathvon) (Rosciglioneet al .,
1983; LaNotteet al., 1997; Regenmortel et al., 2000).

Boscia et al. (1992) determinaram aincidénciade GVA
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em 1.100 videiras, provenientes de cole¢des de cultivares,
mantidas em campo e com diferentes origens geogréficas. O
GVA foi detectadoem 20% das amostras, com grande variagao
de incidéncia entre as origens geograficas. Albania e Malta
apresentaram as maiores incidéncias, 61 e 58%, respecti-
vamente, enquanto que amenor foi relatadano Magreb, norte
daAfrica(12,5%). Acessos devideirasitalianas apresentaram
médiadeinfeccdo por GV A decercade 30%. O GV A foi detectado
em 50% dos 22 acessos de videiras avaliados na Tunisia por
Agran et al. (1990).

No Brasil, Kuhn et al. (2002) analisaram a infecgéo
por GVA em 220 amostras de videiras americanas (Vitis
labrusca L.), provenientes de municipios da principal regido
viticolado Rio Grandedo Sul, e encontraram niveisdeinfeccdo
de 6,1 a 8,6%. Kuniyuki et al. (2001) também detectaram a
presenca de GVA em videiras infetadas com a Acanaladura
do lenho de Kober no Estado de S&o Paulo.

As acanaladuras podem ser observadas sob a casca
do tronco da videira suscetivel, na superficie do lenho, e
correspondemao local onde a casca penetra no tronco, for-
mando canaletas de tamanho variado, e prejudicando a
formacao dos vasos condutores da seiva (Kuniyuki, 2001).
As folhas das cultivares tintas podem apresentar
avermelhamento em funcéo daformagéo anormal dos vasos
condutores.

A cv. Kober 5BB, um porta-enxerto comercialmente
usado em viticultura, é também uma indicadora bioldgica de
infeccdo por GVA. Napresencadestevirus, inoculado por meio
de enxertia da cv. testada sobre a cv. Kober 5BB, esta reage
expressando acanaladuras no lenho, e nomeiaavirose (Garau
et al., 1994). Em algumas cultivares comerciais de videira, a
infeccdo por GV A pode ser |latente.

Em videiras afetadas, podem ser observados diminui-
¢do do vigor daplanta e atraso na brotagéo das gemas. Nas
combinagdes produtora/porta-enxerto mais sensiveis, a
doenca pode causar 0 declinio da planta, que sempre é
acompanhado de uma progressivareducéo da colheitaaté a
improdutividade total da planta, podendo levé-la a morte
(Kuniyuki, 2001).

Os objetivos deste trabalho foram determinar a ocor-
rénciade GVA em vinhedos do Estado do Rio Grande do Sul,
caracterizar bioldgica e sorol ogicamente um isolado local de
GVA, aém de caracterizar molecularmente o gene daproteina
capsidial desteisolado.

MATERIAL E METODOS

I solado viral

O isolado de GVA, denominado GVA-RS, utilizado
neste trabalho foi detectado em videiras dacv. Pirovano 65
(= cv. Italia), obtidas em vinhedo comercial da regido de
Bento Gongalves (RS) e mantidas em estufins, enxertadas
nas cvs. de porta-enxertos Rupestris du Lot e 420A.

Indexagem biolégica
Para a deteccdo hioldgica do GVA, associado as
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cultivares de videiras avaliadas, foi realizada a indexagem
por enxertia de mesa, do tipo 6mega, no periodo de repouso
vegetativo das plantas, empregando-seacv. Kober 5BB como
indicadoradaacanaladurado lenho. Asamostras analisadas
consistiram de material vegetativo, a maioria obtida em
vinhedos comerciais da Serra Galcha. Foram realizadas 29
enxertias, testando-se as seguintes cultivares produtoras:
Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Pirovano 65, Petit Syrah,
Red Globe, Tannat e os porta-enxertos 3309, P1103 e SO4. Apbs
as enxertias, as plantas permaneceram em casa de vegetacao
até aavaliacdo final, realizada apds 24 meses.

I noculagdo mecanica em hospedeir as her baceas

O isolado GVA-RSfoi inoculado mecanicamente pela
trituracdo de pequenos fragmentos do lenho de videiras
infetadas (cv. Pirovano 65) em tamp&o fosfato de potassio 50
mM pH 7,5, contendo 2,5% de nicotina. AsfolhasdeNicotiana
occidentalis Wheeler, N. occidentalisWheel er spp. obliqua,
N. megal osiphon Huerck & Muell., N. benthamiana Domin.,
N. cavicola N.T. Burb, Chenopodium quinoa Willd. e C.
amaranticolor Coste et Reyn., polvilhadas com carborundum,
foraminoculadas duasvezes. Apdstrés semanas, aexpressao
dos sintomas foi avaliada visualmente e a presenca do GVA
confirmada por ELISA e/ou PCR.

ELISA

Foram analisados nervuras e peciolos de folhas da
base de ramos de videira, coletadas em vinhedos ou casade
vegetacao, dejaneiro aabril, correspondendo ao periodo do
inicio da maturacdo da uva ao inicio dafase de senescéncia
da cultura no Sul do pais. As amostras foram trituradas em
nitrogénio liquido e diluidas 1:3 (p/v) em tampé&o Tris 0,5 M,
pH 8,2, NaCl a 0,8% (p/v), PVP 40000 a 2% (p/v), PEG 6000 a
1% (p/v) e Tween 20 a0,05% (v/v). As678 amostras analisadas,
devériascultivares de porta-enxertos e produtoras (V. vinifera
L.eV.labruscalL.), foram provenientes de diversosvinhedos
comerciais, amaioriade municipios da SerraGalicha (Antdnio
Prado, Bento Gongalves, Caxias do Sul, Dois Lajeados,
Farroupilha, Feliz, Flores da Cunha, Garibaldi, Monte Belo do
Sul, Nova Padua, Nova Prata, Nova Roma do Sul, Pinto
Bandeira, S8 Marcos e Veranépoalis).

O DASELISA (Clark & Adams, 1977) foi conduzido
com anti-soros comerciais contra o0 GVA, seguindo-se as
recomendacgfes dos fabricantes (Biorad/Sanofi, Franca e
Agritest, Italia). Com o anti-soro italiano, procedeu-seapré-
coberturadas placascom proteinaA, seguindo-se as etapas
de adi¢do do anticorpo policlonal, daamostrae do anticorpo
monoclonal ligado afosfatase alcalina (Boscia et al., 1992).
Os extratos foliares das hospedeiras herbaceas inoculadas
com GV A foram submetidos ao teste ELI SA com os seguintes
anti-soros (AS): ELISA direto com AS contra GVA e
Grapevinevirus B (GVB) (Agritest) eELISA indiretocomAS
contraGVA e GrapevinevirusD (GVD) (cedidospeloDr. A.
Minafra, Bari-Itdlia), definindo-se como infetadas, asamostras
cuja absorbancia era, no minimo, duas vezes superior a
verificada nas amostras sadias.
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Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total, a partir de 100 mg de
nervuras e peciolos de folhas ou de fragmentos do Ienho
de videiras cv. Pirovano 65 infetadas com GVA, além de
tecido foliar de hospedeiras herbéceasinoculadas, foi reali-
zadautilizando-se 0 “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), com
pequenas modificacdes. O tecido vegetal foi triturado em
nitrogénio liquido, adicionando-se a seguir 450 m do
tampéo de extracdo de MacK enzieet al. (1997) e incubando-
se aamostrapor 3 mina56 °C. Asetapass eguintes foram
desenvolvidas conforme as recomendacgfes do fabri-
cante.

Sintese do cDNA, RT-PCR eclonagem

Procedeu-seasintese do cDNA viral conformedescrito
por Fajardo et al. (2000). Foram empregados dois pares de
oligonucleotideos para a amplificagdo do GVA-RS: C995:
5'AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG3' (complementar) e
H587: 5 GACAAATGGCACACTACG3 (vird),démdo C1197:
5 TACCCGTGAGAAATG ATGGG3' (complementar) e 766:
5 GGGGAGGTAGATATAGTAGGS (vird) (Minafra et al.,
1992; Minafra & Hadidi, 1994). As reacbes da PCR foram
preparadas conforme ja publicado (Fajardoet al ., 2000). Apds
aguecimento a 94 °C por 5 min, seguiram-se 35 ciclos de
amplificacdo, compostos de desnaturacéo (94 °C/45 seg),
pareamento (48 °C/45 seg) e extensdo (72°C/45seg), comuma
extensdo final a 72 °C/7 min.

O produto da amplificacdo foi analisado em gel de
agarose 1,5%, preparado emtampao TBE, pH 8,0. Asbandas,
com os fragmentos de DNA de tamanho esperado, foram
extraidasdo gel e o DNA foi eluido utilizando-se 0 “GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit” (Amersham Biosciences),
de acordo com as especificagdes do fabricante.

Osdoisfragmentos de DNA amplificados, especificos
para 0 GVA-RS, também foram clonados, em vetor pGEM-T
Easy (Promega) e Escherichia coli IM109, conforme descrito
em Fgjardo et al. (2000).

Seqglienciamento e estudo de homologia de sequiéncias

Os fragmentos de DNA eluidos foram precipitados a
frio com etanol absoluto e acetato de sodio 3 M, pH 5,1. Os
sedimentos obtidos, por centrifugacado, foram ressuspendidos
em TE pH 8,0 e purificados em coluna Qiaquick (Qiagen) para
0 seqlienciamento automético de nucleotideos. Foram reali-
zadas quatro reacdes de seglienciamento com cada oligonu-
cleotideo para a confirmagéo da sequéncia.

As sequiéncias de nucleotideos e de aminoécidos
deduzidosforam analisadas e comparadas as seqliéncias exis-
tentes no banco de dados GenBank, utilizando-se o programa
BLAST do “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). Foram elaborados
dendrogramas, utilizando-se o software TreeView 1.5 (Page,
1996), obtido através do alinhamento (Clustal X) das
seqliéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do
genedaproteinacapsidial do GVA-RS, com outrosisoladosde
GVA ediferentesisolados virais do género Vitivirus
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RESULTADOS

Indexagem biolégica

Trésdas 29 plantasinocul adas (10,3%), correspondendo
ascvs. Cabernet Franc e C. Sauvignon, manifestaram apresenca
deacanaladurasno lenho de K ober 5BB apdsaultimaavaliacdo
visual.

I nfeccdo em hospedeir as herbaceas

Nicotiana occidentalis e N. megal osiphon, inocul adas
comGVA, apresentaram severadeformag&o, pequenos pontos
necroticos e mosqueado nas folhas, além de subdesenvol-
vimento generalizado da planta. Posteriormente, N.
occidentalis apresentou necrose das nervuras principais.
Chenopodium quinoa apresentou nitidaslesdes cloréticasnos
bordos das folhas e Nicotiana benthamiana exibiu suave
mosqueado foliar. N. occidentalisspp. obliqua, N. cavicolae
C. amaranticolor no exibiram nenhum sintoma.

Independentemente da expressdo de sintomas, as
seguintes espécies apresentaram resultados positivos de
infeccdo por GVA, apbs aavaliacdo por ELISA e/ou PCR: N.
occidentalis, N. occidentalisspp. obliqua, N. megal osi phon,
N. benthamiana e C. quinoa. Nenhuma das hospedeiras
herbéceas inocul adas apresentou reagdo positiva com anti-
soros contraGVB e GVD.

ELISA

Trinta e uma das 678 amostras analisadas (4,6%)
estavam infetadas com GV A, destacando-se as cvs. Bordd,
Cabernet Sauvignon, Concord, “Franciscana’,
Gewdlrztraminer, Goethe, Nebbiolo, Niagarae Tardiade Caxias,
e 0s porta-enxertos IAC 572 e Solferino.

RT-PCR

Com os pares de oligonucl eotideos H587/C995 e 766/
C1197 foram amplificados fragmentos de DNA de 430 e 451
pb, respectivamente, ambos localizados no gene da proteina
capsidial do GVA (Figural). Asamplificacdes foram obtidas
de videiras cv. Pirovano 65 e de hospedeiras herbaceas
infetadas (N. bentamiana e C. quinoa) com 0 GVA-RS.

Alinhamento e compar agao das sequiéncias de nucleotideos
e aminoéacidos deduzidosdo GVA-RS

O alinhamento das sequiéncias dos dois fragmentos
amplificadosrevel ou haver umasobreposi¢cao de 251 nucleo-
tideos entre osterminais 3' e 5', dos fragmentos de 430 e 451
pb, respectivamente, resultando em uma seqliéncia de 630
pb. Estaseqiiéncia, emrelacdo aseqiiénciado isoladoitaliano
de GVA (Is151) (cédigo no GenBank X75433) (Minafraet al .,
1994; Minafra et al., 1997), estéa localizada entre os nucleo-
tideos 6409-7038. A ORF 4, daproteinacapsidial, localiza-se
entre os nucleotideos 6414-7010. A sequéncia de 630 pb,
obtidaneste trabalho, contém a sequiénciacompletado gene
da proteina capsidial do GV A, isolado RS, com 597 pb,
codificando 198 aminoéacidos deduzidos (Figura2) com massa
molecular calculada de 21,6 kDa. A seqiiéncia da proteina
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FIG. 1-Andlise eletroforéticados produtos daPCR apartir de RNA
total extraido de videira (Vitis vinifera) cv. Pirovano 65 infetada com
Grapevine virus A (GVA) em gel de agarose 1,5%. (M) Marcador,
DNA defago | /Pstl, (1) fragmento de 430 pb e (2) fragmento de 451
pb, obtidos, respectivamente, com os oligonucleotideos C995/H587
e C1197/766.

capsidial do GVA-RS foi depositada no banco de dados
GenBank com o codigo de acesso AF494187. Osresiduos de
aminoacidos conservados RQ/FDF, identificados como es-
truturasde“ pontedesal”, presentes em proteinascapsidiais
devirusfilamentosos com ssRNA (Doljaet al., 1991; Minafra
et al., 1994) encontram-se destacados (Figura 2).

Asmaioresidentidades de nucl eotideos e aminoacidos
deduzidos observadas foram de 91,4% e 95,4%, respectiva-
mente, verificadasentreo GVA-RSeumisoladoitaiano (1s151)
de GVA (X75433) (Minafraet al., 1994; Minafraet al., 1997)
(Tabelal). Altasidentidades de nucleotideos (84,4 a89,3%) e
de aminoé&cidos deduzidos (84,8 a 95,4%) também foram
verificadas com outros cinco isolados de GV A, de diferentes
origens geogréficas (Africado Sul, Israel e Jap&o) (Tabelal).

A comparacgao da seqliéncia da proteina capsidial do
GVA-RS com a de outras espécies do género Vitivirus[GVB,
GVD eHeracleum latent virus (HLV)], demonstrou maiores
identidades de nucleotideos, 83,1% e 82,9%, com HLV
(X79270) eGVD (YQ7764), respectivamente, seguidapor GVB
(AF438410, X 75448, AB039842) (76%). Emrelacdo ahomologia
de aminoécidos deduzidos, amaior identidade foi verificada
com GVD (75,9%), seguida por GVB (56 a 56,5%) e HLV
(56,1%).

Andlise do dendrograma

Nosdendrogramas, obtidos através dos alinhamentos
das sequiéncias de nucleotideos e aminoécidos do gene da
proteinacapsidial de seteisoladosde GV A e outras espécies
do género Vitivirus (trés de GVB e umade GVD eoutra de
HLV), observa-se que 0 agrupamento mais préximo ocorreu
sempre entreisolados damesmaespécieviral, corroborando
os dados apresentados na Tabela 1. O isolado GVA-Africa
do Sul 2 ndo se agrupa com os demais isolados de GVA,
enquanto o isolado GVA-RS agrupa-se mais proximamente
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FIG. 2 - Segliénciade nucl eotideos (superior) e aminoacidos deduzidos
(inferior) do gene da proteina capsidial doGrapevinevirus A(GVA),
isolado RS. Os nuclectideos estéo numerados a partir daextremidade
5'dafitavira eoasteriscoindicao codigo determinagdo. Estaseqiiéncia
foi depositada no GenBank com o cadigo de acesso AF494187. Os
residuos conservados RQ/FDF encontram-se sublinhados.

ao isolado GVA-Itdlia (Is151) (Figura 3) e, independente e
intermediariamente, entre osisolados GVA-Africado Sul 2 e
o macro-grupo formado pelosisolados GVA-Itélia, GVA-Africa
do Sul 1, GVA-Japdo, GVA-Africa do Sul 3 e GVA-Isradl,
considerando-se os dendogramas elaborados a partir das
sequiénciasde nucl eotideoseaminoéci dos (dado ndo mostrado),
respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos possibilitaram a deteccéo e a
caracterizacdo de um isolado local de GVA. AsinfeccBes do
GVA-RS, observadas nas hospedeiras herbaceas, sao
basi camente similares aosrelatos de Rosciglioneet al . (1983),
Agran et al. (1990) e Monetteet al. (1990). Enquanto areacéo
a0 GVA foi severaem N. occidentaliseN. megalosiphon, os
sintomas observadosem C. quinoaeN. benthamiana podem
ser classificados como suaves. A infecgdo em N. occidentalis
spp. obliqua apresentou-se latente, e N. cavicolae C.
amaranticolor ndo foram infetadas. Considerando-se o0s
sintomas obtidos neste trabalho em N. benthamiana, suave
mosqueado foliar, em comparagdo com 0 nanismo € 0
clareamento de nervuras, evoluindo para clorose internerval
com escurecimento danervuraprincipal, obtidos por Monette
et al. (1990), é possivel a existéncia de variacdes nas
propriedades biolégicas do isolado GVA-RS em relagéo a
outros isolados. Agran et al. (1990) também mencionam a
ocorrénciadediferencas biol dgicasentreumisolado de GVA
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TABELA 1 - Comparagéo (identidade em percentagem) das seqiéncias de nucl eotideos (abaixo dadiagonal) e de aminoacidos deduzidos (acima
da diagonal) do gene da proteina capsidial do Grapevine virus A, isolado RS, com seqiiéncias de outros isolados do mesmo virus*

Percentugem due identidade dus serpiicoeias

Tsoludo s CrVA*

CVA -RS GVA - . GVA - - GVA - GVA - GWA - - GVA -
ldlia Alrica do Sul 1 Alrica do Sul 2 Isracl Japin Alrica daoSul 3
GVA - RS — 954 94.9 n4.8 954 5.4 Gir.4
GVA - - lialia 914 — 974 n38 96,9 96.9 529
GVA - Africa do Sul | ¥9,3 a1 — 84,3 974 08,4 4.4
GVA - Altica do Sul 2 87,4 82,2 51.9 LR 4.3 B1.8
GVA Lszacl 85,7 819 %0,7 11,2 - u1.9 94.4
GVA lapaa BE,0 8,1 87,1 79,9 85,7 — 93.9
GVA - Alifea do Sul 2 844 86,8 87,0 §2.4 85,1 817 —

*GVA-RS (AF494187, AAM14605); GVA-Itdlia (X75433, CAA53185); GVA-Africado Sul 1 (AF441234, AAL76167); GVA-Africa do Sul 2
(AF441236, AAL76173); GVA-lsrael (AF007415, AAB62939); GVA-Japdo (AB039841, BAA92394) e GVA-Africado Sul 3 (AF441235, AAL76170).
Os codigos de acesso no GenBank de nucleotideos e aminoécidos estdo indicados, respectivamente, entre parénteses.

da Tunisia e outros dois isolados italianos, todos com
caracteristicas fisico-quimicas e soroldgicas similares. Ja
Monette & James (1990) relataram a existéncia de duas
estirpes do GV A, biologicamente distintas, com base nos
sintomas que induzem em N. benthamiana.

A deteccdo do GVA a partir de videiras infetadas é
dificil. Os resultados podem ser inconsistentes mesmo
utilizando-se técnicas de diagndéstico sensiveis, em virtude
de o virus encontrar-se irregularmente distribuido, atingir
titulos muito baixos em tecidos infetados (floema), e sofrer
variagBes sazonais. Assim, justificam-se osestudosrel atados
no presente trabalho, a semelhanca de outros (Minafra et
al.,1992; Minafra& Hadidi, 1994), objetivando adeteccéo ea
identificacdo do GVA em videiras de forma precisa e
consistente. Nao foi possivel detectar o GVA, com “western
blot”, emvideiras e hospedeiras herbaceasinfetadas (dados
ndo mostrados), atribuindo-se este fato abaixa concentracéo
viral nas plantas analisadas e/ou a qualidade dos anti-soros
utilizados. A deteccéo sorol égica deste virus, independen-
temente dahospedeira, foi possivel somente com autilizagdo
do ELISA.

Raspas de ramos, peciolos e nervuras de folhas
maduras, ou seja, tecidos ricos em floema, foram os tecidos
vegetais utilizados para o diagnostico de GVA em videiras,
por ELISA, conduzida conforme Boscia et al. (1992) e por
PCR, confirmando observagdes publicadas anteriormente
(Rubinson et al., 1997).

Bosciaet al. (1992), comparando seteisoladosde GVA
dediferentes origensgeogréficas, por ELISA e com anticorpos
monoclonais, constataram a existéncia de pouca diferenca
soroldgicaentre popul agées deste virus. No presente estudo,
os trés diferentes anti-soros utilizados reconheceram o
antigeno do GVA local. Este fato ndo surpreende, uma vez
que nossos clones de Vitis spp., assim como osisolados de
GVA usados na obteng&o dos anti-soros, tém como origem
principal aEuropa. Também Castrovilli & Gallitelli (1985) ndo
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encontraram diferencas sorol 6gicas e nostamanhos do RNA
viral e da proteina capsidial entre dois isolados de GVA, de
diferentes regides geogréaficas e com algumas propriedades
biol6gicas distintas.

A massa molecular da proteina capsidial do GVA-RS,
estimada em 21,6 kDa, é praticamente idéntica aquela
calculada por Minafraet al. (1994) com base nasequénciade
aminoécidos deduzidos do genedaproteinacapsidial, emuito
proxima aquela de 22,5 kDa determinada pela mobilidade
eletroforéticade preparacdes virais purificadas (Bosciaet al .,
1993).

Rubinson et al. (1997) concluem que embora menos
sensiveis do que a PCR, os métodos soroldgicos, como o
ELISA, sdo mais adequados para procedimentos rotineiros
de deteccdo de virus, incluindo-se 0 GVA, assim como na
indexagem viral em grande escala, pois tais métodos se
utilizam de extratos brutos da planta.

Com a publicacgéo de seqiiéncias de nucleotideos de
variosvirus queinfetam fruteirastemperadas, incluindo-se o
GVA davideira(Minafraet al., 1994), é possivel a deteccéo
desses agentes por RT-PCR em suas respectivas hospedeiras
naturais (Minafra & Hadidi, 1994). A grande maioria destes
virus ndo infeta, ou o faz com grande dificuldade (ex. GVA),
hospedeiras herbaceas alternativas, apartir de onde adetec-
¢ao viral, bem como o estudo viral, sdo consideravelmente
simplificados.

O sucesso da amplificacdo do RNA do GVA, a partir
de extratos de acidos nucléicos de videiras infetadas, é
dependente da remocado de inibidores (compostos polife-
nolicos) que interferem com as reagdes de RT-PCR. Desta
forma, o sucesso na RT-PCR, obtido neste trabalho e por
Minafraet al. (1992), pode ser atribuido em grande parte a
gualidade das prepara¢gdes de RNA total de videira
analisadas.

A deteccdo de GVA, GVB e Grapevine leafroll-
associated virus 3 (GLRaV-3) tem sido insatisfatériaem virtude
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HLV-Italia

GVB-Brasil

GVB-ltélia

GVB-Japéo

GVD-ltélia

GVA-Africa
do Sul 2

GVA-Africa
do Sul 3

GVA-Israel

GVA-Japdo

GVA-Africa
do Sul 1

GVA-Italia

GVA-RS
0.1

FIG. 3- Dendrograma (TreeView 1.5) obtido através do alinhamento
(Clustal X) das segiiéncias de nucleotideos do gene da proteina
capsidia de diferentesisolados de virus do género Vitivirus. A cessos.
AF494187 (GVA-RS); X 75433 (GV A-Itdia); AF441234 (GVA-Africa
do Sul 1); AF441236 (GVA-Africado Sul 2); AF007415 (GVA-Israd);
AB039841 (GVA-Japa0); AF441235 (GVA-Africado Sul 3); X79270
(HLV-Itdia); Y07764 (GVD-Itdia); X 75448 (GV B-Itdia); AF438410
(GVB-Brasil); AB039842 (GVB-Japédo). A barra significa 0,1
substitui¢des de nucleotideos por sitio.

dos tecidos de videiras infetadas apresentarem baixo titulo

viral e por serem ricos em compostos polifendlicos. Minafra
& Hadidi (1994) obtiveram sucesso na deteccdo do GVA, a
partir de preparacfes de &cidos nucléicostotaisdevideirase
decochonilhasviruliferas. Com |C-RT-PCR, GV A foi detectado
emtecidosjovensdevideira, ondeotituloviral é geralmente
inferior ao limitededeteccdo do ELISA (Chevalieret al ., 1995).
Destaforma, aumenta-se o0 espectro dos métodos disponiveis

para a precisa deteccdo do GVA.

A andlise filogenética dos dados obtidos permite
concluir que as proteinas capsidiais dos sete isolados de
GVA comparados sdo muito préximas. A variabilidade € tao
limitada que é admissivel supor uma origem de disperséo
comum ou muito proxima. A excecdo é o isolado GVA-Africa
do Sul 2, com 15,2% de divergénciade aminoécidos deduzidos
emrelacio ao GVA-RS(Tabelal). E possivel que estavariabi-
lidade, bem como outras afins, possa ser decorrente da
adaptacdo do isolado viral a situagBes de ambiente, area
geogréfica, cultivares de videira ou vetores (cochonilhas)
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especificas e particulares.

A alta homologia detectada entre o isolado italiano
Is151 e 0 GVA-RS fortemente sugere que o isolado GVA-RS
possater chegado ao Brasil apartir de material propagativo
ou mudas de videira originarios da Italia. No passado,
verificou-seaintroducao, por imigrantesitalianos assentados
na Serra Galcha, de material propagativo de videira, sem
atender a principios de sanidade vegetal. Atualmente, a
importacéo de mudasdevideiradaltélia, bem como deoutros
paises, é mais criteriosa, embora a grande quantidade de
mudas que entra no pais seja motivo de preocupacao.

A homologia observada entre os diferentes isolados
de GVA e, em particular entre 0 GVA-RS eoisolado Is151, é
similar averificadapor Rubinsonet al. (1997). Estesautores,
ao compararem osisolados PA3 els151 (Minafraet al., 1994)
de GVA, observaram 88% e 97% de identidade entre as
sequéncias de nucleotideos e de aminoécidos deduzidos do
gene da proteina capsidial, respectivamente.

A andlise filogenética envolveu somente 0s genes da
proteinacapsidid deGVA, GVB, GVD eHLV, umavez que, aud-
mente, esta estabel ecida e aceita, a posi¢ao taxondmica destes
virus no género Vitivirus (Martelli et al., 1997; Regenmortel,
2000). Adicional mente observamos baixas homol ogias, 48-49%
e 47% de identidade de aminoacidos deduzidos,
respectivamente, entre o GVA-RS e Apple chlorotic leaf spot
virus (ACLSV) eGrapevineberry inner necrosisvirus(GINV),
espécies do género Trichovirus onde se agrupavao GVA até
seu estabel ecimento no atual género (Regenmortel, 2000). A
homologiaregistradaentre o GVA-RS eisoladosde ACLSV é
semelhante aquelarelatada por Minafraet al. (1994).

Embora se constate homologias de 56-57% entre as
proteinascapsidiaisdeisoladosde GVA e GVB, edecercade
75% entre GVA e GVD, neste trabalho e em outros (Choueiri
et al., 1997; Nickd et al., 2002), estas similaridades ndo se
refletem nas propriedades sorol 6gicas e molecul ares desses
virus, cujos anti-soros e sondas mol ecul ares ndo apresentam
reagdes cruzadas ou, se presentes, sdo fracas (Bosciaet al .,
1993; Martelli et al., 1997). Entretanto, reacdes heterdlogas
ocorrem em procedimentos desnaturantes, que expoem e
tornam acessiveis 0s poucos determinantes antigénicos
compartilhados por estes virus (Goszczynski et al., 1996).
Nossos resultados de auséncia de reagdes heterdlogas, em
ELISA, envolvendo a utilizagdo de anti-soros contra GVA,
GVB e GVD corroboram as observacdes de que diferencas
sorol égicas existem em nivel de espécies (Martelli et al ., 1997).
Osresultados de homol ogiaverificados entre estestrés virus
do género Vitivirus (GVA, GVB e GVC), com base nas iden-
tidades de nucleotideos e de aminoécidos do gene daproteina
capsidial, também servem parafundamentar osrelaciomentos
sorolégico e de parentesco verificados entre estes virus,
conforme estabelecido por Martelli et al. (1997).
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