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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade da indexagdo biologica multipla de virus latentes de macieiras em indicadoras
lenhosas. O método consistiu na enxertia de cinco espécies de indicadoras e duas borbulhas da cultivar a ser indexada em um Gnico porta-
enxerto. Concluiu-se que a eficacia e a sensibilidade do método bioldgico multiplo ¢ adequada para a detecgdo confiavel de Apple stem
grooving virus (ASGV), Apple stem pitting virus (ASPV) e Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) em programas de limpeza clonal e
certificacdo de matrizes de fruteiras. A RT-PCR confirmou o diagndstico biologico de ASPV e ASGV. Entretanto, ACLSV diagnosticado
pela indicadora LL-S5 ndo foi detectado por RT-PCR em trés dos nove acessos analisados. O gene de proteina capsidica de ACLSV de um
dos acessos estudados foi clonado e sequenciado; a regiio de pareamento dos iniciadores de PCR foi comparada com dados do Genbank
como subsidio a interpretacdo da nio amplificacdode certos isolados de ACLSV.
Palavras-chave: Malus domestica, Apple stem grooving virus, Apple stem pitting virus, Apple chlorotic leaf spot virus, Flexiviridae, gene
de proteina capsidica.

ABSTRACT
Biological multiple indexing and RT-PCR detection of latent viruses in apple plants

This study aimed to evaluate the suitability of a multiple biological indexing method of latent apple viruses. The method consisted
of grafting five indicator species and two buds of the plant to be indexed on to one rootstock. Results showed that the sensitivity and efficacy
of the MBI is adequate for reliable detection of Apple stem grooving virus, (ASGV), Apple stem pitting virus (ASPV) and Apple chlorotic
leaf spot virus (ACLSV) of mother plant stock in certification programs. Sample analysis by RT-PCR confirmed the results of the diagnosis
of ASPV and ASGV by multiple biological indexing. However, it did not detect ACLSV diagnosed by LL-S5 in three out of nine analyzed
accessions. The coat protein gene of one of the accessions studied was cloned and sequenced. The annealing sites of primers used in
unsuccessful amplification attempts were compared with data of the Genbank to explain the non-amplification of certain ACLSV isolates.
Keywords: Malus domestica, Apple stem grooving virus, Apple stem pitting virus and Apple chlorotic leaf spot virus, Flexividae, coat
protein gene.

A ocorréncia generalizada de viroses latentes de
macieiras (Malus domestica Borkh.) causadas por Apple
stem grooving virus (ASGYV, género Capillovirus), Apple
chlorotic leaf spot virus (ACLSV, género Trichovirus) ¢
Apple stem pitting virus (ASPV, género Foveavirus), todos
pertencentes a familia Flexiviridae, na Regido Sul do Brasil,
foi relatada anteriormente (Nickel ef al., 2001). A infecgdo
¢ muito comumente latente, embora varias doencas de
relevancia econdmica estejam associadas a estes virus em
espécies frutiferas rosaceas como magas, péras, cerejas e
damascos, entre outras. Em combinagdes de copas e porta-
enxertos sensiveis, as infecgdes provocam forte redugdo
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da produgdo, seguida de declinio e morte em poucos anos
(Kinnard et al., 1996). O diagndstico de virus de plantas
lenhosas requer estratégias e métodos especificos devido
a fatores como a distribui¢do desuniforme, o titulo viral
flutuante, o hospedeiro ¢ o isolado viral (Candresse ef al.,
1995). O método-padrio de indexagdo de virus em fruteiras
lenhosas ¢ a enxertia individual de cada material a ser
indexado e da cv. de indicadora sobre um porta-enxerto, que
funciona apenas como suporte para o sistema (International
Working Group on Fruit Tree Viruses, 2004). O método
implica em manipular plantas enxertadas, geralmente, por
meses a anos. Condi¢des ambientais imprevisiveis e a falta
de sensibilidade das indicadoras a certos isolados virais
podem afetar a expressdo de sintomas (James, 1999).

O presente trabalho visou avaliar a viabilidade de
um protocolo de indexacgdo bioldgica multipla em casa de
vegetacdo dos chamados virus latentes, que unisse todas
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indicadoras em um Uunico porta-enxerto, reduzindo assim
substancialmente custos da indexag¢@o biologica, e comparar
seus resultados com aqueles da analise molecular por RT-
PCR. A clonagem ¢ o sequenciamento do gene de proteina
capsidica de um isolado de ACLSV, ¢ a comparagdo da
sequéncia da regido de parcamento dos iniciadores, foram
realizados como subsidio para explicar a n3o detec¢do
por RT-PCR de alguns isolados positivos para ACLSV na
indexacdo bioldgica.

No marco da formag@o de um banco de germoplasma
de magd foram analisados acessos de maciciras antigas,
de fundos de quintais, mantidos na Estagdo Experimental
de Fruticultura Temperada da Embrapa Uva e Vinho em
Vacaria-RS, coletados em diversas regides do Rio Grande
do Sul (RS) (acesso A05, Vacaria/RS, aprox. 40 anos; acesso
A010, Nao-Me-Toque/RS, aprox. 35 anos; acesso A011,
Colorado/RS, aprox. 50 anos; acesso A014, Carazinho/RS,
aprox. 40 anos; acessos A015 e A018, Muliterno/RS, aprox.
50 anos) todas de origem desconhecida. Trés amostras, de
aprox. 35 anos, acesso M176 (‘Delicious’), acesso M177
(‘Golden Delicious’) e acesso MR1789 (Malus spp. sem
especificagdo) foram coletadas de banco de germoplasma
de Santa Catarina (gentilmente cedidas pelo Dr. A. Pereira,
Estacdo Experimental, Epagri, Sdo Joaquim SC).

Foram utilizadas cinco espécies de indicadoras
lenhosas: Malus domestica cvs. Virginia Crab (para ASGYV,
ASPV), Radiant Crab (ASPV), Lord Lambourne-S5
(ACLSV), Spy 227 (ACLSV, ASPV) e Malus micromalus
GMAL 723.a (ASGV). Anteriormente as enxertias, as
estacas das indicadoras foram mantidas em camara fria a 4°C
durante um més para acumulo de horas-frio, favorecendo a
brotag@o. Uma estaca de cada uma das cinco indicadoras, de
5-7 cm de comprimento, foi enxertada, no outono de 2005,
em um mesmo porta-enxerto oriundo de sementes de M.
domestica cv. Gala de um ano de idade e cerca de 70 a 80 cm
de altura. As estacas das indicadoras em cada porta-enxerto
foram espagadas 8-10 cm de distancia uma da outra. Na base
de cada porta-enxerto foram enxertadas duas borbulhas do
material a ser indexado. Cada planta-candidata foi avaliada
em porta-enxertos, cada um contendo as cinco indicadoras.
Os controles positivos consistiram de isolados de ASPV ¢
ACLSV de uma infecgdo mista da cv. Braeburn (Vacaria
RS) e de um isolado de ASGV da cv. Baronesa (Cagador
SC) mantidos em banco de isolados virais da Embrapa Uva
e Vinho. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo a
temperatura ambiente e avaliadas quinzenalmente durante 2
ciclos vegetativos de primavera por 2 anos.

Extratos de RNA total de cada amostra foram obtidos
de 300 mg de tecido de casca de ramos, flores e folhas por
adsorc¢do em particulas de dioxido de silicio (Sigma-Aldrich
S-5631) (Rott & Jelkmann, 2001) e usados para sintese de
c¢DNA e PCR, utilizando-se os iniciadores ACLSV 7233r:
5'CAGACCCTTATTGAAGTCGAA 3’, posicdo 7213-
7233; ACLSV 6875s: 5° GGCAACCCTGGAACAGA
3’, posi¢do  6875-6891;  ACLSV  7365r: 5’
CTAAATGCAAAGATCAGTCGAC 3’, posigdo 7343-
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7365; ACLSV 6784s: 5 ATGGCAGCAGTTCTGAATTTG
3’, posi¢do  6784-6805; ACLSV  7429r: 5
CACACTTGAGCACACAACACA 37, posigdo 7409-
7429; ACLSV 6751s: 5" CAGTTTGCTCGACAGAACCA
3, posicdo 6751-6770; ASPV 9262r: 5
ATAGCCGCCCCGGTTAGGTT 3%, posi¢do  9243-
9262; ASPV 8993s: 5° CTCTTGAACCAGCTGATGGC
3, posi¢cdo 8993-9012; ASGV 6396r: 5
CTGCAAGACCGCGACCAAGTTT 3, posi¢ao 6373-
6396; ASGV 5941s: 5"ATGAGTTTGGAAGACGTGCTTC
3’, posicdo 5641-5663. As condigdes de desnaturagio,
pareamento e extensdo foram: ASPV: desnaturagio a 95°C,
10 min., 35 ciclos de amplificagdo (desnatura¢do, 1 min. a
94°C; pareamento, 1min. a 50°C; e extensdo, 1 min. a 72°C)
e uma extensdo final a 72°C, 10 min; ASGV: desnaturacio
a 95°C, 2 min., 34 ciclos de amplificagdo (desnaturagdo,
40 seg. a 94°C; pareamento, 40 seg. a 50°C; e extensdo, 1
min. a 72°C) e uma extensdo final a 72°C, 5 min; ACLSV:
desnaturacdo a 94°C, 2 min., 34 ciclos de amplificagdo
(desnaturagdo, 40 seg. a 94°C; pareamento, 50 seg. a 48°C;
e extensdo, 40 seg. a 72°C ) e uma extensdo final a 72°C, 5
min.

Quando nido indicado de outra forma, a clonagem
foi executada segundo Sambrook & Russel (2001) com
pequenas adaptagdes. O fragmento de ACLSV amplificado
com os iniciadores 6784s e 7429r, de 645 pb, foi ligado ao
vetor pCR 2.1 com o TA Cloning Kit (Invitrogen) conforme
instru¢des do fabricante e a construgdo foi utilizada para
transformar células competentes de Escherichia coliDH10B.
O fragmento de interesse de quatro clones recombinantes
foi sequenciado em ambas orientagdes usando os iniciadores
M13 senso e complementar (Invitrogen) em sequenciador
automatico ABI Prism 3700 (Applied Biosystems).
A seqiiéncia obtida foi analisada e comparada com as
seqiiéncias do GenBank, utilizando-se a fungdo BLAST do
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

As indicadoras utilizadas neste estudo desenvolveram
os sintomas foliares classicos de infec¢do por virus latentes
de macieiras nos controle positivos. Diferencas de brotagdo
observadas entre as indicadoras podem ser atribuidas
ao termoperiodismo, uma caracteristica intrinseca das
fruteiras de clima temperado, decorrente da exigéncia de
frio determinada pelo genétipo de cada cultivar/espécie
de indicadora. Os resultados obtidos neste trabalho com
a indexacdo multipla de ASGV, ASPV e ACLSV estio
contidos na Tabela 1, que engloba os resultados dos dois
periodos de leituras. Concluiu-se que o desempenho do
método ¢ adequado em eficacia de detecgdo, sensibilidade
e confiabilidade e similar a indexagdo simples de dupla
enxertia (International Working Group on Fruit Tree Viruses,
2004). Considerando-se o mesmo niimero de 3 repeti¢des
da indexagio convencional ¢ 5 espécies de indicadoras, a
indexagdo multipla tem a vantagem da redugdo no niimero
de plantas enxertadas em 80%, reduzindo assim o custo
da indexa¢do. O segundo periodo de avaliagdo confirmou
as infeccdes de ASPV e ASGV ja observadas no primeiro
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TABELA 1 - Indexag¢do bioldgica multipla em indicadoras
lenhosas e por RT-PCR de infecgdes latentes de Apple chlorotic
leaf spot virus (ACLSV), Apple stem pitting virus (ASPV) e Apple
stem grooving virus (ASGV) em acessos de macieiras

RT-PCR
ASGV ASPV ACLSV

Indexacio biologica'
ASGV ASPV ACLSV

Acessos

A05 - - - - - -
A010 - + + - + -
AO011 + + + + + -
A014 + - - + - -
A015 + + + + + -
AO18 . . . . § .
M176 - + + + + +
M177 + + + + + +
MR1789  + + + + + +

1) Malus domestica cvs. Virginia Crab (ASGV), Radiant Crab (ASPV),
Lord Lambourne, selecdo LL-S5 (ACLSV), Spy 227 (ASPV) e Malus
micromalus GMAL 723.a (ASGV); Tabela engloba dados de leitura de
dois ciclos vegetativos e resultados de trés repeticdes por tratamento.

periodo. O aparecimento dos sintomas de ACLSV somente na
segunda enfolhagdo de LL-S5 pode ser devido a concentragdo
e/ou as caracteristicas bioldgicas do isolado viral ou ainda a
interagdo especifica do isolado viral com a indicadora (Forsline
et al., 1996; James, 1999). Essa reagdo pode ser explicada pela
grande diversidade genética e biologica de ACLSV, que implica
na presenca de isolados menos virulentos, com sintomas as
vezes imperceptiveis na indicadora (Candresse et al., 1995;
Cieslinska et al., 1995). A presencga do virus nas gemas usadas
como indculo ¢ determinada tanto pela cultivar como pelo
isolado viral e depende de sua capacidade de multiplicagdo e
movimento (Fridlund, 1982). A presenga de ASGV no acesso
M176, detectado pela RT-PCR (Tabela 1), mas testada negativa
em Virginia Crab em duas enfolha¢des caracteriza um escape
natural em sistemas biologicos, resultante da relagdo isolado
viral-indicadora. Em analogia, em estudo de 18 isolados
europeus, trés isolados de ASGV positivos na indicadora M.
micromalus foram negativos em Virginia Crab e um isolado
de ASGV néo foi detectado no teste bioldgico por nenhuma
das duas indicadoras, enquanto todos os quatro isolados foram
detectados pela RT-PCR (Kirby et al., 2001; James, 1999).
As analises de extratos de acidos nucléicos totais de casca de
ramos ¢ flores viabilizaram resultados reproduziveis para os trés
virus, enquanto os de folhas foram inconsistentes (resultados
ndo mostrados). Utilizando-se os iniciadores 6875s €7233r,
considerados de amplo espectro, que flanqueiam um fragmento
de 358 pb, ndo se conseguiu a detecg¢do dos isolados de ACLSV
dos acessos A010, AO11 e AO015, diagnosticados positivos
para ACLSYV pela indexagdo bioldgica em LL-S5 (Tabela 1),
apesar da localizagdo das sequéncias desses iniciadores no
gene da proteina capsidica (CP), regido melhor conservada
entre isolados de ACLSV que determina a baixa diversidade
soroldgica desse virus (Candresse ef al., 1995). Observagido
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similar foi feita com isolados de Grapevine leafroll-associated
virus-2 em videiras (Bertazzon & Angelini, 2004). Os autores
atribuiram o fato a grande variabilidade genética dos virus e
ao consequente nao reconhecimento das sequéncias virais
pelos iniciadores, impedindo seu pareamento. Os iniciadores
6875s e 7233r amplificaram fragmentos de varios isolados de
ACLSYV, mas ndo viabilizaram a amplifica¢do de um isolado
polonés de ameixeiras (Cieslinska et al., 1995). Com os
pares de iniciadores 73651/6784s e 74291r/6751s sintetizados
com base nas sequéncias do isolado P863 de ameixeira,
numero de acesso no GenBank MS58152, ndo ocorreu
a amplificacdo de nenhum dos fragmentos esperados.
Entretanto, usando-se o iniciador homdlogo 6784s com o
complementar 7429r, obteve-se do acesso MR1789, mas
ndo do acesso M176, a amplificacdo de um fragmento de
645 pb (Figura 1), contendo o gene CP completo (582 pb)
do isolado de ACLSV denominado BR1 (ntimero de acesso
no GenBank EF138602). Na sequéncia do gene CP do
isolado BR1 constatou-se identidades de 83 a 94% em nivel
de nucleotideos na comparagdo com isolados selecionados
pela base de dados. Com o isolado P863 (nimero de
acesso M58152), do qual se originaram as sequéncias dos
iniciadores 6784s-7429r, a identidade de nucleotideos da
CP do isolado BRI foi de somente 86%, aproximando-
se mais (91 a 94%) de isolados japoneses (nimeros de
acesso AB060963, AB060950 e AB060962). Entretanto, os
mesmos isolados MO31 (AB060963) e P195 (AB060950)
com identidades, respectivamente, de 84% e 85% com o
fragmento da regido ndo codificante do isolado BR1, ndo
possuem identidade significativa com a sequéncia do
iniciador 7429r (Figura 2). E plausivel, portanto, propor
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FIG. 1 - Analise de produtos da RT-PCR por eletroforese em
gel de agarose. 1. Marcador molecular Lambda DNA/PstI; 2.
Controle negativo (agua); 3. Controle positivo (dpple chlorotic
leaf spot virus, cv. Braeburn, Vacaria RS); 4. Acesso M176; 5.
Acesso MR1789; 2-5. iniciadores 6875s-7233r; 6-9 amostras como
em 2-5, iniciadores 6784s-7429r; 10-12 amostras como em 2-5,
iniciadores 6751s-7429r.
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A 6784s: ATGGCAGCAGTTCTGAATTTG B 7429r: TGTGT--TGTGTGCTCAAGTG-TG C 7429r: TGTGT--TGTGTGCTCAAGTG-TG
DQ834688: ..... -—......T.T..A.A-.A
EF138602*: ......oviun.n. Covennn EF138602*: ... ..-—..iviiinn.. A-A. DQO834689: ..... e T.T..A.A-..
AB326224: e AB326224: ..... --C.....T.-..A.A-.A DQ329162: C....-—......T.T..A.A-.A
AJ243438: e C... AJ243438: C....--T---.AAATT--GA-.A AJ586641: ..... R TT.A.A-.T
M58152 & e M58152 i LT -.. AJ586625: ..... I, T..A.A-.A
AMT0977T: i e e e C.A AM709777: AT...--A-——..T.-—————- CA DQ329161: ..... -—......T.T..A.A-.A
AM409322: ..... G..... [C C.T AM409322: ....-—-—-—- .T.AA.T..A..TC. AB326224: ..... -—C..... T.-..A.A-.A
AM408891: ..... G..... [ C.T AM408891: ....-—-——- .T.AT.T..A..TC. AJ586624: ..... —_— .. T.T..A.A-.A
D14996 : ..... [ [C cc.c D14996 ....C--A-.T..G.TT.A..TCA AJ586626: ..... -—......T.T..A.A-.A
AB326223: ..... [ G..C..CC.. AB326223: AA.A---—- AA.AA.T..T.A--A AJ586628: ..... -—......T.T..A.A-..
AJ586638: .. A AJ586638: ..... ..C...T.T..A.A-.A AJ586621: ..... i (R L
AB060961: ..... Govevnnnn A...C.T AB060961: ..... AT.TAA..TGTGTT.A-.. AJ586632: ....C-——...... T.T..... -..
AB060958: ..... G..... [N cc.c AB060958: ....CAT.TG..TTAATGTCAA.T AJ586634: ....C——...... TCT..... -..
ABO60950: ........... K.o.... YY.W ABO60950: sem identidade significativa AJ586653: ..... U TGA..-..
AB060962: ..t AB060962: idem M58152 o ..... U -..
AB060963: ... AB060963: idem

FIG. 2 - Alinhamento de sequéncias de nucleotidios dos iniciadores 6784s e 7429r, utilizados na amplificagdo do fragmento de 645 nt
contendo o gene de CP de ACLSV do isolado BR1 (582 pb), acesso de macieira MR1789; A. Extremidade 5°, regido de pareamento com
6784s; B. e C., extremidade 3', regido de pareamento com 7429r, B. bloco de isolados com alta variabilidade; C. bloco de isolados com

baixa variabilidade, respectivamente. * isolado BR1.

que a n3o amplificacdo de fragmentos de isolados de
ACLSV com a combina¢do de iniciadores 6784s/7429r
seja devida a variabilidade genética desses isolados na
regido de pareamento com o iniciador 7429r. Enquanto
no terminal 5" do gene CP as sequéncias sdo altamente
conservadas (Figura 2A), na extremidade 3" na regido de
pareamento do iniciador de cDNA formam-se, claramente,
2 grupos de isolados, respectivamente, com baixa e alta
identidade com a sequéncia do iniciador 7429r (Figura
2B-C). A nao adequacido deste iniciador para a deteccdo
de um grupo de isolados de ACLSV pode redundar em
falsos negativos. Entretanto, como nestas analises foram
utilizados somente iniciadores patdgeno-especificos sem
controles internos para amplificacdo de genes vegetais,
os resultados negativos de algumas reagdes podem,
adicionalmente, ser atribuidos a degradacdo do RNA ou
a presenga de inibidores da atividade da transcriptase
reversa ou da Tag polimerase ¢ ndo a auséncia do patogeno
(Menzel et al., 2003).

Se por um lado as restricdes aos métodos
imunoenzimaticos (ELISA) decorrem, basicamente, da
flutuag@o do titulo viral, da sazonalidade do diagnostico e
da ocorréncia de serdtipos (Cieslinska et al., 1995), e,
por outro lado, os métodos bioldgicos sdo vulneraveis
a relagdo isolado viral vs. indicadora, a variabilidade
genética dos isolados virais exige estratégias especificas
para evitar falsos negativos no diagnostico por RT-PCR
(Bertazzon & Angelini, 2004). Conclui-se que o risco
de escape ¢ intrinseco a ambos os métodos avaliados.
Aliar a indexag@o bioldgica multipla em indicadoras de
reagdo foliar rapida a RT-PCR para casos especificos de
certificacdo de material de elite ¢ uma estratégia factivel
e econdmica para obter-se maior confiabilidade no
diagnostico de virus latentes de frutiferas rosaceas.
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