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9° Encontro de Iniciagéo Cientifica e
5° Encontro de pés-graduandos da Embrapa Uva e Vinho

Detecgao por RT-PCR em Tempo Real e caracterizagdo molecular do
Grapevine virus D e Grapevine leafroll-associated virus 5 em videira

Carla Rosa Dubiela1, Thor Vinicius Martins Fajardoz, Marcelo Eirasa, Luis Fernando
Revers?, Eliezer Rodrigues de Souto*, Osmar Nickel®

O Grapevine virus D (GVD), Betaflexiviridae, Vitivirus, esta associado a videiras
com sintomas do complexo do lenho rugoso e o Grapevine leafroll-associated
virus 5 (GLRaV-5), Closteroviridae, Ampelovirus, é uma das espécies virais
associadas ao complexo do enrolamento da folha da videira. Estes virus podem
ser transmitidos por cochonilhas vetoras e pela enxertia. A PCR em Tempo Real,
utilizando sondas especificas marcadas com fluoréforos (TagMan), apresenta
algumas vantagens sobre a PCR convencional para o diagnéstico viral. O
objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia destes dois virus em videiras por
meio de RT-PCR em Tempo Real, além de caracterizar molecularmente trés dos
isolados obtidos. Os oligonucleotideos, as sondas marcadas com FAM / TAMRA
e as reagdes de RT-PCR em Tempo Real foram empregados conforme descrito
na literatura para o GVD (J.V.Methods 154:69-75.2008) e GLRaV-5 (J.V.Methods
141:22-29.2007). RNAs totais de videira sadia e com sintomas de infecgédo viral
foram utilizados em ensaios do tipo presenga/auséncia, empregando-se o
TagMan Master Mix One-Step RT-PCR kit (AB). Amostras infectadas também
foram amplificadas por RT-PCR convencional com os oligonucleotideos HSP-
26F/HSP188R para GLRaV-5 (ref. anterior) e GVD-v/GVD-c (desenhados com
base no acesso Y07764 do GenBank) para GVD. Os fragmentos de DNA
amplificados foram ligados em pGEM-T Easy vector, clonados em E. coli e
sequenciados. Foram avaliados 37 acessos de videira, mantidos em casa de
vegetagdo, provenientes de campo experimental e de mudas importadas. Foi
possivel detectar estes virus em 20 (GVD) e 7 (GLRaV-5) amostras. A sequéncia
de nucleotideos do fragmento de DNA de 852 pb, correspondente as ORFs da
proteina capsidial e da RNA binding protein do GVD (2 isolados das cvs. Dolcetto
e Garganega), apresentou 91% de identidade de nt com o isolado italiano
(Y07764). O fragmento de DNA de 162 pb, na ORF HSP70 do GLRaV-5,
proveniente da cv. Cardinal, apresentou 97,5% de identidade de nt com o isolado
francés Y217 (NC_016081). A presenga do GVD ainda n&o havia sido relatada
no Brasil e o GLRaV-5 havia sido detectado, apenas por meio de sorologia, no
Estado de Sao Paulo. A técnica empregada aporta sensibilidade e especificidade
ao diagnéstico viral, sendo uma importante ferramenta na indexagao de material
propagativo de videira. A caracterizagdo molecular destes isolados também
contribui neste sentido.
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