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Resumo

Grapevine fanleaf virus, virus do urticado ou né-curto da videira e Arabis mosaic virus sdo
dois Nepovirus, da familia Secoviridae e ambos possuem um genoma bipartido de cadeia
simples e sentido positivo. Além destes, foram detetados em alguns isolados de ArMV e
GFLV, RNAs satélite de grande tamanho, satRNA do tipo B. Estes virus encontram-se entre
0s principais agentes causadores do complexo de degenerescéncia da videira, uma das
doencas virais mais devastadoras e dispersas pelo mundo, e estdo incluidos no esquema de
certificacdo da videira em vigor na Unido Europeia (Diretiva 68/193/CEE e Diretiva
2002/11/CE).

Neste trabalho, a presenca de Arabis mosaic virus foi confirmada, através de métodos
moleculares, em Portugal. Determinaram-se as relac@es filogenéticas das variantes de GFLV
da “homing protein”, das proteinas do movimento, da capside e da RNA polimerase RNA-
dependente, de modo a caracterizar a diversidade genética de isolados de GFLV em Portugal.
Determinou-se, também, a incidéncia e variabilidade de satRNA em isolados de GFLV.

O conhecimento da variabilidade genética permitira melhorar as ferramentas de diagnostico
molecular e seroldgico, de modo a implementar um protocolo de detecdo robusto adequado
ao esquema de certificacdo em vigor no pais.

Palavras-chave: ArMV, GFLV, videira, RNA satélite, detecdo molecular, diversidade

genética



Abstract

Grapevine fanleaf virus and Arabis mosaic virus are members of the genus Nepovirus,
family Secoviridae and their genome is composed of two single-stranded positive-sense
RNAs. Some GFLV and ArMV isolates contain large satellite RNAs, type B satRNA. Both
viruses are responsible for grapevine infectious degeneration, the most damaging viral
disease of grapevines, and are included in the grapevine certification scheme in European
Union (Directive 68/193/EEC and Directive 2002/11/EC).

In this work, ArMV presence in Portugal was molecularly confirmed. Genetic relations of
the homing protein, movement protein, coat protein and RNA polymerase RNA-dependent
protein GFLV variants were determined aiming to characterize GFLV isolates genetic
diversity in Portugal. satRNA incidence and variability were also determined in GFLV
isolates.

Genetic variability knowledge will allow the improvement of molecular and serological
detection tools in order to implement a stronger detection protocol according to grapevine

certification scheme in this country.

Keywords: ArMV, GFLV, grapevine, satellite RNA, molecular detection, genetic diversity
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disponibiliza a sua regido 3’para ponto de partida da sintese de DNA
pela DNA polimerase.

Primer de sentido direto

Primer de sentido inverso

Polimerase termoestavel utilizada na amplificacdo de fragmentos
por PCR.

Enzima recombinante que possui uma atividade polimerase RNA e
DNA dependente e uma atividade especifica como RNase para o
RNA hibridado com DNA.

Inibidor da atividade das RNases A, B e C através de uma ligacao
de um modo nao-competitivo numa razdo de 1:1.

Enzima de restricdo que reconhece e corta locais G*"AATTC.
Enzima de restricdo que reconhece e corta locais C*"TCGAG.

Enzima de restricdo que reconhece e corta locais T*"CTAGA.

Capacidade de autocorrecdo de erros que algumas polimerases
possuem.

Pequena sequéncia de nucle6tidos complementar a cauda de poli-A
que fornecem um OH-3’ livre para transcrigao reversa da molécula
de RNA com formacéo de cDNA.
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1. INTRODUCAO

1.1 A videira (Vitis vinifera L.)

A espécie Vitis vinifera L., pertencente a familia Vitaceae, divide-se em duas subespécies
classificadas de acordo com a sua morfologia: a subespécie cultivada Vitis vinifera L. ssp.
vinifera (ou sativa) L. e a subespécie selvagem Vitis vinifera L. ssp. sylvestris (C.C.Gmel.)
Hegi (Keller, 2015; Maliogka et al., 2015). A caracteristica diferenciadora mais marcante
é, provavelmente, o tipo de sistema de reproducdo sexuada: a primeira apresenta flores
bissexuadas (com gineceu e androceu) e capacidade de autopolinizagéo, enquanto a segunda
€ uma subespécie dioica. No entanto, esta diferenca entre caracteristicas morfolégicas podera
ser devida aos processos de domesticacdo da subespécie sylvestris pelo Homem, uma vez
que a selecdo para flores bissexuais assegura a producdo de fruta por cada individuo, €, por

isso, a distincdo em duas subespécies é bastante contestada (This et al., 2006).

1.1.1 Aplicacbes da videira

A videira (Vitis vinifera L.) é uma das plantas de fruto mais cultivada em todo o mundo
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2013). A maioria dos cachos de
uva destinam-se a producao de vinho (castas para a producdo de vinho), no entanto estes
também sdo consumidos como uvas de mesa (castas para a producao de uva de mesa), frutos
secos (passas) e em sumos e doces (geleias) de uva (Reisch et al., 2012). Extratos e alguns
dos componentes presentes em folhas, grainhas, polpa e pele de uva sdo também utilizados
na medicina tradicional para o tratamento de feridas (Farzaei et al., 2014), na indUstria
cosmética em cremes hidratantes e ténicos (Wittenauer el al., 2015; Fiume et al., 2014), em
suplementos alimentares (Monagas et al., 2006) e como corantes na industria alimentar
(Bridle e Timberlake, 1997). Além disso, as aplicacOes deste tipo de substancias tém vindo
a ser testadas na induastria farmacéutica (Sangiovanni et al., 2015; Almajwal e Elsadek,
2015).

1.1.2 A videira em Portugal

A videira é cultivada de norte a sul do pais, incluindo nas regides autbnomas da Madeira e

dos Acores. No ano de 2014 foram plantados 176884 hectares de vinha para a producédo de



vinho e 2102 hectares de vinhas destinadas a producdo de uva de mesa. (Instituto Nacional
de Estatistica, 2015; Servico Regional de Estatistica dos Acores, 2014). Em Portugal, nos
ultimos dez anos, foram produzidos em média 6,5 milhGes de hectolitros de vinho por ano
(Instituto da Vinha e do Vinho, I.P., 2015). Na campanha de 2013/2014, Portugal foi o 5°
maior produtor europeu de vinho e o 11° a nivel mundial, com um valor de producéo
ligeiramente acima dos 6 milhdes de hectolitros de vinho (Instituto da Vinha e do Vinho,
I.P., 2015). No ano de 2014, foram exportados cerca de 3 milhdes de hectolitros de vinho
(Instituto da Vinha e do Vinho, I.P., 2015). Entre 2004 e 2014, o pais produziu uma média
de aproximadamente 32 mil toneladas de uva de mesa por ano (Instituto Nacional de
Estatistica, I.P., 2015). E em 2013, cerca de 5,2 mil toneladas de uva de mesa foram

exportadas (Instituto Nacional de Estatistica, 2015).

1.2 Complexo da degenerescéncia da videira (CDV)

O International Council for the Study of Viruses and Virus-like Diseases of the Grapevine
(ICVG) reconhece a existéncia de mais de setenta agentes infeciosos capazes de afetar a
videira, dos quais sessenta e cinco sao virus (Martelli, 2014). Entre as varias doencas que
estes provocam na videira encontra-se o complexo de degenerescéncia da videira, uma das
doencas virais mais devastadoras e dispersas por todo o mundo, responsavel por perdas que
podem atingir até mais de 80% das culturas (Andret-Link et al., 2004a). Grapevine fanleaf
virus (GFLV) e Arabis mosaic virus (ArMV) encontram-se entre 0s principais agentes

causadores do complexo de degenerescéncia da videira (Martelli, 2014).

1.2.1 Sintomas

O complexo de degenerescéncia da videira € caracterizado por dois tipos de sintomas:
infectious malformation (MF ou malformacéo infeciosa) induzida por estirpes causadoras de
malformacao e yellow mosaic (YM, mosaico ou clorose infeciosa) induzido pelas estirpes
cromogenicas (Figura 1). A malformacdo infeciosa caracteriza-se pelo aparecimento de
varias malformacGes na planta, nomeadamente folhas mais pequenas, assimétricas, com o
seio peciolar muito aberto e recortes profundos, e sarmentos com entre-nos curtos, nés
duplos, crescimento em ziguezague dos entre-nés e presenca de fasciacdo (Maliogka et al.,
2015; Martelli, 2014). No caso da clorose infeciosa, os sintomas mais evidentes sdo o
amarelecimento total ou parcial da planta, o aparecimento de mosaico nas folhas com aspetos
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e tamanho bastante varidveis no inicio da primavera, e uma diminui¢do do tamanho e do
numero de cachos com bagos de uva em diferentes estados de maturagdo. A observacédo de

cachos com bagos de uva em diferentes estados de maturacao pode ser feita desde o inicio

do seu desenvolvimento até a altura da vindima (Figura 1-F e G) (Maliogka et al., 2015;
Martelli, 2014).

Figura 1. Exemplos de sintomas do complexo de degenerescéncia da videira. A e B: malformagdes e mosaico
nas folhas. C e D: malformag®es nas folhas E: comparacdo entre uma vara saudavel (esquerda) com varas com
diversas malformagdes, entre-nés curtos, duplos e com crescimento em ziguezague. F: desenvolvimento
desigual dos bagos de uva em crescimento em videiras infetadas. G: comparagdo entre um cacho de uma videira
saudavel (esquerda) com um cacho de uma videira infetada com GFLV onde se observam bagos em diferentes
estados de maturacao (adaptado de: Maliogka et al., 2015 e Mekuria et al., 2009).

1.2.2 Transmissao dos agentes causadores de CDV

A transmissdo de GFLV e de ArMV entre videiras efetua-se através dos nematodes
ectoparasitas Xiphinema index Thorne & Allen e Xiphinema diversicaudatum (Micoletzky)
Thorne, respectivamente (Marmonier et al., 2010; Schellenberger et al., 2010). A
transmissao de cada virus pelo respetivo vetor nematode é determinada especificamente pela
proteina da capside (CP) em ambos os casos (Marmonier et al., 2010; Schellenberger et al.,
2010; Andret-Link et al., 2004b). GFLV e ArMV também podem ser facilmente
disseminados através de propagacdo vegetativa ou de enxertias (Maliogka et al., 2015). Uma

vez estabelecida a infecdo inicial é dificil erradicar os virus e 0s seus vetores de transmissao,



visto que ambas as espécies de neméatodes podem manter as particulas virais com capacidade
infeciosa associadas a locais de retengdo no seu interior durante longos periodos de tempo
(Maliogka et al., 2015). Estes virus ndo estdo restritos ao floema podendo também invadir

as celulas do mesofilo das folhas (Kalasjan et al., 1979).

1.3 Agentes causais do CDV (GFLV e ArMV)

1.3.1 Genoma

Grapevine fanleaf virus, virus do urticado ou né-curto da videira e Arabis mosaic virus sdo
membros do subgrupo A do género Nepovirus, familia Secoviridae (International Commitee
on Taxonomy of Viruses, 2014) e ambos possuem um genoma bipartido de cadeia simples
e sentido positivo, +sSRNA1 e +ssRNA2. (revisto por: Sanfagon, 2008). Os dois RNA séo
monocistronicos e encontram-se poliadenilados na extremidade 3’ e ligados a uma pequena
proteina, VPg, em 5 (Pinck et al., 1991). O RNA1 (aproximadamente 7,4 kb) de GFLV e
ArMV codifica para um polipéptido que é processado proteoliticamente pela protease viral,
codificada pelo préprio RNAL, em cinco proteinas (Figura 2): cofactor da protease (1A),
helicase (1B""), proteina de ligagio ao genoma (1CVP9), protease (1DP°) e RNA polimerase
dependente de RNA (1EP). O RNA2 (aproximadamente 3,8 kb) codifica para um Unico
polipéptido que também ¢é clivado pela protease codificada no RNAL, em 3 proteinas
individuais (Figura 2): “homing protein” (2AHP), proteina do movimento (2BMF) e proteina

da capside (2C°P) (revisto por: Sanfagon, 2008).
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Figura 2. Genoma de ArMV e GFLV. RNA1 composto por: cofactor da protease (1A), helicase (1B¢"), proteina
de ligagdo ao genoma (1CVP9), protease (1DP°) e RNA polimerase dependente de RNA (1EP') e RNA2
composto por: “homing protein” (2A"), proteina do movimento (2BMP) e proteina da capside (2C*"). Os dois
RNA encontram-se ligados a VPg em 5’ e possuem uma cauda de poli-(A) em 3°. (adaptado de: Mekuria et
al., 2009).



Por comparacao da regido N-terminal de varios nepovirus concluiu-se que a proteina 1A
devera ser um cofator da protease e pelo facto da proteina 1B conter um dominio de
ligacdo NTP, pensa-se que esta desempenhe o papel de helicase (Ritzenthaler et al., 1991).
A proteina 1CVP9 liga-se a extremidade 5’ de ambos os RNA e interage com a maquinaria
para iniciar a replicacéo ou traducéo (Pinck et al., 1991; Jiang e Laliberté, 2011). A proteina
1DP™ ¢ a protease responsavel pelo processamento dos polipéptidos produzidos a partir do
RNA1 e RNA2, como ja foi referido, e 1EP' ¢ a RNA polimerase dependente de RNA
responsavel pela replicacdo do genoma (Ritzenthaler et al., 1991). A proteina 2AH" atua
como uma “homing protein”, uma vez que se pensa que esta seja responsavel pelo
“transporte” do RNA2 para os locais de replicagdo do virus (Gaire et al., 1999). A proteina
do movimento (2BMP) é um dos constituintes das estruturas tubulares que permitem a
progressdo do virus entre células (Ritzenthaler et al., 1995) e 2C°P é a proteina constituinte

da cépside viral (Quacquarelli et al., 1976).

O RNAL e RNAZ2 sdo encapsidados separadamente (as particulas M contém apenas RNA2
e as particulas B contém os dois RNA) e, juntamente com as particulas T (vazias), formam
uma estrutura encapsidada icosaédrica de, aproximadamente, 30 nm de didmetro
(Quacquarelli et al., 1976). Ambos os RNA sdo necessarios para a infecdo sistémica do

hospedeiro (Quacquarelli et al., 1976).

Para além do RNA1 e RNA2, foram detetados em alguns isolados de GFLV (Fuchs et al.,
1989; Gottula et al., 2013; Lamprecht et al., 2013) e ArMV (Liu et al., 1990; Wetzel et al.,
2006) moléculas de RNA satélite de grande tamanho, satRNA tipo B. Os satRNA do tipo B
(aproximadamente 1,1 kb) dependem do genoma viral para a sua replicacdo e encapsidacao
(Pinck et al., 1988). Assim como 0 RNA1 e RNA2, o satRNA do tipo B também se encontra
ligado a uma proteina VPg em 5’ e poliadenilado na extremidade 3’, no entanto, a fungéo da
proteina codificada por estas particulas ainda ndo foi identificada (Pinck et al., 1988).
Associado a isolados de ArMV também foram detetados RNA satélite de menor tamanho,
satRNA do tipo D (Marmonier et al, 2009).

1.3.2 Recombinacdo e determinantes sintomatologicos

A recombinacdo de RNA é um dos mecanismos implicados no processo evolutivo dos virus

de plantas e considerado frequente no caso de GFLV e ArMV, com evidéncia de



recombinacéo intra (Mekuria et al., 2009; Pompe-Novak et al., 2007; Vigne et al., 2004) e
interespecifica (Oliver et al., 2010; Jawhar et al., 2009; Mekuria et al., 2009; Vigne et al.,
2008). Alguns locais do genoma destes virus estdo mais sujeitos a recombinacao,
nomeadamente a regido terminal 5 do RNA2 (Vigne et al., 2008). A excecdo € 0 caso da
origem do Grapevine deformation virus (GDefV), cujo genoma evidencia ser um
recombinante interespecifico entre GFLV e ArMV ao nivel da regido codante da CP
(Elbeaino et al., 2012). Este virus foi descoberto na Turquia, em 2003, de um isolado de
Vitis vinifera culivar Dimrit. A sintomatologia associada a videira € a tipica de infecdo por
GFLV enquanto em hospedeiro herbaceo, este virus induz sintomas semelhantes a ArMV e

GFLV, incluindo a existéncia de lesGes cloroticas ou necréticas e malformacdes nas folhas.

A variabilidade genética associada a este virus, principalmente ao nivel da HP, tem sido
referida como um possivel responsavel pelos sintomas expressos em videiras infetadas
(Garcia-Arenal et al., 2001).

Recentemente foi sugerido que, em espécies de Nicotiana que servem de hospedeiro
herbaceo a GFLV, o determinante sintomatoldgico parece ser o segmento distal de 408 nt da
RNA polimerase dependente de RNA (1EP° ou RdRp), para diferentes estirpes daquele virus
(Vigne et al., 2013). A construgdo de RNA1 e RNA2 quiméricos a partir dos isolados GHu
e F13 permitiu verificar que a regido 3’ da RdRp do isolado GHu determina a existéncia de
sintomas em N. benthamiana e N. clevelandii, ja que todos os RNAL quiméricos contendo a
totalidade ou uma regidao 3’ parcial da RdRp de GHu induziram sintomas em ambos o0s
hospedeiros herbaceos. No entanto, esta regido ndo parece atuar como um supressor do
silenciamento, virus-encoded supressor of RNA silencing (VSR), nem que seja necessario
haver processamento proteolitico para a inducdo de sintomas, como se verifica no caso do
Tomato ringspot virus (Chisholm et al., 2007). Contraditoriamente outros autores sugerem
um segmento N-terminal de 469 nt da “homing protein” (2A™") como discriminante entre
estirpes causadoras de malformacéo e de clorose (Elbeaino et al., 2014). Segundo Elbeaino
et al.,, (2014) o fator diferenciador entre as estirpes cromogénicas e as indutoras de
malformacdo reside na existéncia de certos motivos de amino&cidos conservados entre as
sequéncias provenientes de isolados cujo hospedeiro revela sintomas de malformacéo, que
ndo existem nas restantes sequéncias de estirpes causadores de clorose. Estes autores
afirmam também que as sequéncias de aminoacidos das estirpes causadores de clorose se
dividem em trés grupos tendo em conta os tipos de residuos que séo conservados em apenas

alguns isolados. Assim, o dendrograma produzido a partir do alinhamento de sequéncias de
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aminoacidos divide-se em quatro grupos: trés grupos contendo isolados de estirpes indutoras
de clorose e um grupo contendo as sequéncias de estirpes indutoras de malformacao.

Além da confirmacéo da presenca de virus numa cultura através da observacao de sintomas
in loco ou pelo resultado positivo de testes seroldgicos, € importante determinar
molecularmente qual a variante viral presente. Isto de modo a poder prever a evolucéo da
doenca e também desenvolver e implementar protocolos de detecdo molecular que permitam
uma detecdo mais rapida (devido a maior sensibilidade deste tipo de analise) e, assim, uma
atuacdo mais expedita no sentido de conter a infecdo e de impedir o alastramento para
videiras vizinhas atraves dos vetores conhecidos. O conhecimento das variantes de um
determinado virus também permitira a aplicacdo de medidas de prevencao impossibilitando

ou, pelo menos, diminuindo a taxa de infecdo viral da videira.

1.3.3 Detecéo de rotina

GFLV e ARMYV estdo incluidos no esquema de certificacdo da videira em vigor na Unido
Europeia (Diretiva 68/193/CEE e Diretiva 2002/11/CE) e a detecdo de rotina de ambos é
realizada por DAS-ELISA com anticorpos comerciais tendo como alvo a proteina da capside
ou por RT-PCR (Maliogka et al., 2015; Martelli, 2014). A proteina CP foi identificada como
sendo fundamental para o processo de transmissdao de GFLV e ArMV pelos respetivos vetores
nematodes (Marmonier et al., 2010; Schellenberger et al., 2010; Andret-Link et al., 2004b),
encapsidacdo dos RNA gendémicos (Quacquarelli et al., 1976) e progressdo sistémica dos
virus no hospedeiro através da interacdo que estabelece com a proteina do movimento

permitindo que as particulas virais sejam transportadas entre células (Callaway et al., 2001).

1.3.4 Sequéncias disponiveis em GenBank

A caracterizagdo da diversidade molecular de GFLV e de ArMV e respetivas relagdes
filogenéticas tém sido realizadas, sobretudo, com base no RNA2 e a informac&o sobre outras

regibes do genoma € relativamente reduzida (Oliver et al., 2010).

Das 112 sequéncias de Arabis mosaic virus presentes em GenBank (até 10/09/2015), existem
apenas 11 sequéncias completas obtidas de isolados de videira. Desta centena de sequéncias,
a maioria sdo fragmentos parciais ou a regido codante inteira da proteina da capside. ArMV-

NW € o unico isolado de videira que possui as sequéncias do RNA1, RNA2 e satRNA
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completas (Wetzel et al., 2001, 2004, 2006). O isolado ArMV-S possui duas sequéncias
completas de RNA2 (Loudes et al., 1995) e ArMV-Ta possui uma sequéncia completa de
RNA2 (Vigne et al., 2008). Para o isolado ArMV-DU13 estdo disponiveis as sequéncias
completas do RNAL e RNA2 (Lépez-Fabuel et al., 2013). Os isolados ArMV-P119, ArMV-
P116 e ArMV-J86 possuem a sequéncia completa para 0 RNA satélite (Wetzel et al., 2006).
Além destas, existem sete isolados cujo hospedeiro ndo é a videira e cujas sequéncias
completas de RNA1, RNA2 ou satRNA se encontram disponiveis na plataforma do
GenBank. Os isolados ArMV-lily, ArMV-narcissus e ArMV-butterbur apenas tém
disponivel a sequéncia completa do RNA2 (Imura et al., 2008). ArMV-Lv possui as
sequéncias de RNA1 e RNA2 completas (Dupuis et al., 2008) e ArMV-hop e ArMV-lilac
tém a sequéncia de satRNA completa (Wetzel et al., 2006; Liu et al., 1990). O isolado
ArMV-ba € o Unico que possui a sequéncia completa parao RNAL, RNA2 e satRNA do tipo
D (Marmonier et al., 2009) (Tabela I).

Tabela I. Isolados de Arabis mosaic virus com as sequéncias completas de RNA1, RNA2 ou
satRNA disponiveis em GenBank. As amostras encontram-se caracterizadas pelo nome do
isolado e respetivo hospedeiro. O isolado ArMV-ba possui a sequéncia completa do RNA
satélite do Tipo D (satRNA mais pequeno).

Hospedeiro Isolado RNA1 RNA2 satRNA
Vitis vinifera L. ArMV-NW v v v
Vitis vinifera L. ArmMv-DU13 v v

Vitis vinifera L. ArMV-S v

Vitis vinifera L. ArMV-Ta v

Vitis vinifera L. ArMV-P119 v
Vitis vinifera L. ArMV-P116 v
Vitis vinifera L. ArMv-186 v
Hordeum vulgare L. ArMV-ba v v V(tipo D)
Ligustrumvulgare L. ~ ArMV-Lv v v

Lilium L. ArMV-lily v

Narcissus L. ArMV-narcissus v

Petasites Mill. ArMV-butterbur v

Humulus L. ArMV-hop v
Syringa vulgaris L. ArMV-lilac v

V. presenca de sequéncia completa em GenBank

GFLV tem sido mais estudado e, como tal, existem 740 sequéncias nucleotidicas disponiveis
na plataforma do GenBank (até 10/09/2015). Destas, todas as sequéncias completas
pertencem a isolados de videira e a maior parte sdo fragmentos parciais ou a regido codante

completa da proteina da capside. Apenas se encontram disponiveis as sequéncias do RNA1,
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RNAZ2 e RNA satélite completas para os isolados GFLV -F13 e GFLV -SACH44 (Lamprecht
et al., 2013; Ritzenthaler et al., 1991; Serghini et al., 1990; Fuchs et al., 1989). GFLV -Ghu,
GFLV -SAPCS3, GFLV -WAPN173, GFLV -WAPN6132, GFLV -GFV3138-01 e GFLV -
GFV1050-02 possuem as sequéncias completas do RNAL e RNA2 (Vigne et al., 2013;
Lamprecht et al., 2012, 2013; Rott et al., 2013; Mekuria et al., 2009; Vigne et al., 2008). Os
isolados GFLV -R2 e GFLV -R6 possuem a sequéncia completa do RNA satélite (Gottula
et al., 2013). E para os isolados GFLV -NW, GFLV -Shir-Amin, GFLV -Takestan, GFLV -
Bonab, GFLV -Urmia, GFLV -WACH911, GFLV -WAPN57, GFLV -WAPN8133, GFLV
-WAPN165, GFLV -WAME1492, GFLV -WACF2142 e GFLV -3138-07 s6 se encontra
disponivel a sequéncia completa do RNA2 (Zarghani et al., 2013; Rott et al., 2013; Mekuria
et al., 2009; Wetzel et al., 2001) (tabela II).

Tabela Il. Isolados de Grapevine fanleaf virus com as sequéncias completas do RNA1, RNA2
ou satRNA disponiveis em GenBank. As amostras encontram-se caracterizadas pelo nome do

isolado e respetivo hospedeiro.

Hospedeiro Isolado RNA1 RNA2 satRNA
Vitis vinifera L. GFLV-F13 v v v
Vitis vinifera L. GFLV-SACH44 v v v
Vitis vinifera L. GFLV-SAPCS3 v v

Vitis vinifera L. GFLV-WAPN173 v v

Vitis vinifera L. GFLV-WAPNG6132 v v

Vitis vinifera L. GFLV-GHu v v

Vitis vinifera L. GFLV-GFV3138-01 v v

Vitis vinifera L. GFLV-GFV1050-02 v v

Vitis vinifera L. GFLV-NW v

Vitis vinifera L. GFLV-Shir-Amin v

Vitis vinifera L. GFLV-Takestan v

Vitis vinifera L. GFLV-Bonab v

Vitis vinifera L. GFLV-Urmia v

Vitis vinifera L. GFLV-WACH911 v

Vitis vinifera L. GFLV-WAPN57 v

Vitis vinifera L. GFLV-WAPN8133 v

Vitis vinifera L. GFLV-WAPN165 v

Vitis vinifera L. GFLV-WAME1492 v

Vitis vinifera L. GFLV-WACF2142 v

Vitis vinifera L. GFLV-3138-07 v

Vitis vinifera L. GFLV-R2 v
Vitis vinifera L. GFLV-R6 v

V': presenca de sequéncia completa em GenBank



A fragmentagdo da informacdo sobre a variabilidade genética das variantes de ambos 0s
virus tem tornado dificil a implementagdo de um protocolo de detecdo baseado em técnicas
moleculares de retrotranscricdo seguida de amplificacdo por PCR (RT-PCR). Embora
existam publicados varios pares de primers para esse fim, ndo foi até ao momento indicado
um par universal capaz de permitir a amplificacdo de todas as variantes conhecidas de GFLV
ou de ArMV.

A obtencdo de sequéncias genOmicas que permitam uma descricdo detalhada da
variabilidade genética global de ambos os virus, bem como a compreensdo da estrutura
genética de isolados e das populagcbes virais € assim fundamental. Este conhecimento
permitira desenvolver ferramentas seroldgicas mais sensiveis e implementar protocolos com
técnicas moleculares capazes de detetar e caracterizar ambos 0s Vvirus e respetivas variantes,
um aspeto fundamental na implementacdo de esquemas de certificagdo e de medidas de
contencdo do CDV. Permitir4 também elucidar mecanismos moleculares subjacentes a
transmissdo e ao estabelecimento da infecdo por estes virus e identificar marcadores

moleculares de sintomatologia.

1.4 GFLV e ArMV em castas portuguesas

O complexo de degenerescéncia da videira é uma doenca estudada em Portugal desde ha
muito tempo (Dias, 1963). A detecdo dos virus responsaveis pela doenca tem sido realizada
através de testes DAS-ELISA com anticorpos comerciais e foram encontrados isolados
positivos em Portugal continental e no arquipélago dos Acores (Bettencourt et al., 2009;
Figueiredo et al., 2009; Teixeira Santos et al., 2012).

O GFLV ¢ encontrado em castas portuguesas por detecdes de rotina realizadas pelos servi¢cos
do INIAV, utilizando DAS-ELISA com anticorpos comerciais. Em 2012, foi possivel obter
confirmacgédo molecular da presenca de GFLV em isolados portugueses (Esteves et al., 2012).
Da colaboracdo com o INIAV através de projetos de investigagdo foi possivel construir uma
base de dados de sequéncias nucleotidicas de RNA2 para um numero alargado de isolados
do virus do urticado, obtidos de castas portuguesas que constituem a Colecdo Ampelogréfica
Nacional. Mais recentemente foi obtida pela primeira vez, evidéncia da existéncia de ArMV
em Portugal através de testes seroldgicos (F. Fonseca com. pessoal). A utilizagdo de técnicas
de PCR e sequenciacdo confirmou a existéncia deste virus anteriormente considerado como

néo existindo em Portugal.
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2. OBJETIVOS

A partir de amostras de castas com isolados positivos para ArMV por testes DAS-ELISA
pretendeu-se fazer uma prospecao intensa com diferentes pares de primers com o objetivo
de obter confirmacdo molecular desses resultados. Pretendeu-se também, caracterizar a
estrutura molecular de isolados de GFLV em castas portuguesas de Vitis vinifera a partir de
sequéncias de RNA2 e, tal como para ArMV, confirmar molecularmente os resultados
positivos obtidos por DAS-ELISA.

Foi feita uma andlise com o objetivo de determinar a existéncia de RNA satélite nas castas
portuguesas e, posteriormente, caracterizar o satRNA associado as variantes de cada virus

nas castas portuguesas.

Pretendeu-se obter sequéncias de uma regido especifica da “homing protein” e verificar se
essa regido, como descrito em estudos anteriores, poderd ser o determinante da

sintomatologia nos isolados portugueses.

A informagdo reunida foi processada com o objetivo de descrever a variabilidade dos
isolados em Portugal e de melhorar as ferramentas de diagnostico, quer seroldgicas quer
moleculares, de modo a implementar conjuntamente com o INIAV um protocolo robusto de

detecdo adequado ao esquema de certificacdo em vigor no pais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fonte de virus

O material vegetal utilizado neste trabalho foi recolhido de videiras da Colecéo
Ampelografica Nacional (CAN, PRT051) localizada em Dois Portos (INIAV) e da cole¢do
da Estacdo Agrondémica Nacional (EAN, PRT010) em Oeiras (INIAV). A escolha destes
locais para a recolha de amostras deveu-se ao facto de serem conhecidas as condi¢es em
que as plantas sdo mantidas e pela garantia de disponibilidade de material durante todo o
trabalho e para estudos futuros. No caso da CAN, a colecdo foi estabelecida hd 30 anos
(Teixeira Santos et al., 2009) no porta-enxertos certificado SO4 (clone 73) e em solo livre
de nematodes. As plantas da colecdo sdo regularmente testadas para varios virus, incluindo
o0s virus da CDV, por DAS-ELISA ou RT-PCR. Cada acesso da CAN (cada cultivar de
videira) esta representado por 7 clones, ou seja, 7 plantas propagadas da mesma planta mée.
No caso da EAN, os acessos estdo enxertados em diferentes porta-enxertos, igualmente em
solo livre de nematodes e sdo também regularmente testados por DAS-ELISA para varios

virus, incluindo os implicados no CDV.

3.2 Amostragem das plantas

Neste estudo foram amostradas plantas com base na informacéo prévia sobre a presenca dos
virus de interesse obtida por testes de DAS-ELISA realizados pelos servi¢os do INIAV.

De modo a realizar uma amostragem representativa foram colhidas entre quatro a seis varas
de cada planta e as respetivas folhas constituiram uma amostra. Assim, assegurou-se que,
mesmo em situacOes de distribuicdo heterogénea, foram obtidas amostras (isolados)

representativas das diferentes variantes virais presentes nas plantas.

O material vegetal colhido foi mantido a -80°C até a extracdo de RNA total.
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3.3 Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA total das amostras foi utilizado o kit comercial E.Z.N.A.™ Plant
Total RNA Kit (Omega Bio-Tek, EUA) em que o tampéo de extracao foi substituido por um
tampé&o adaptado de MacKenzie et al. (1997) (tabela I11), otimizado para a extragdo de RNA

de videira.

Tabela Ill. Constituicdo do tampdo de
extracdo (MacKenzie et al., 1997).

Tampao de extracao
Tiocianato de guanidina 4M
Acetato de sodio 0,2M (pH 5,0)
EDTA 25mM

PVP-40 2,5% (p/v)
2-mercaptoetanol 1% (v/v)

De acordo com o protocolo, usaram-se entre 500 a 700 mg de nervuras e mesofilo foliar que
foram maceradas em azoto liquido. Cada amostra foi homogeneizada em 2 ml de tampéo de
extracdo. Um ml do homogenato resultante foi transferido para um tubo tipo Eppendorf de
1,5 ml ao qual se adicionaram 100 pl de Sarcozyl 20% (p/v). Esta mistura foi incubada (Dry
Block Thermostat, Grant Instruments, Inglaterra) a 70 °C, durante 10 minutos com agitagao
esporadica. Apds incubacdo, as amostras foram centrifugadas (centrifugadora 5415R,
Eppendorf, Alemanha) a 10000g, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. A partir deste
ponto seguiram-se as instrucdes do kit de extracdo. No final, as duas eluicdes de RNA

obtidas (50ul cada) foram armazenadas a -80 °C.

3.4 Sintese de cDNA

Para sintetizar a primeira cadeia de cDNA utilizou-se o kit comercial RevertAid™ First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., EUA). Na reacdo foram usados
primers Oligo (dT):s e 5ul de RNA total. A mistura de primers e RNA foi inicialmente
desnaturada a 65°C por 5 minutos e, posteriormente, colocada em gelo. Seguiu-se a adigéo
de mistura de tampao de reacdo, inibidor de RNase RiboLock, mix de dNTPs e RevertAid

M-MuLV RT, de acordo com as instrugcdes do fabricante. Apds um passo de incubacdo a
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25°C por 5 minutos, para facilitar a hibridag&o dos primers, as reacfes foram incubadas a

42°C durante uma hora.

3.5 Selecdo e design de primers

De modo a detectar a presenca de GFLV e ArMV foram utilizados varios pares de primers
descritos na literatura para a amplificacdo especifica de fragmentos de RNAL, RNA2 e
satRNA. Além destes, foram desenhados para este trabalho dois pares de primers cujo alvo
respectivo foi a RdRp codificada no RNA1 de GFLV e de ArMV (tabela IV).

Os primers foram desenhados através do programa Oligo 7 Primer Analysis Software
(Rychlik, 2007) a partir das sequéncias de referéncia do RNAL de GFLV e ArMV com 0s
numeros de acesso NC003615 e NC006057, respetivamente.
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Tabela IV. Pares de primers utilizados na reac¢do de PCR para a amplificacdo especifica de fragmentos de RNA1, RNA2 e satRNA de ArMV e GFLV .

Virus Designacao do primer Sequéncia (5'-3") Tamanho Localizagdo no Referéncia
do genoma
fragmento
(bp)
RNA1
ArMV 5097U20 GAATTTGTGCCTGGGTGTGG
AMV ArMV 5850117 GCTGGAATTGTGGCAAG 769 RdRp Este trabalho
GELY GFLV5072U16 AAAGGGAAAGGCGAGA 813 RARp Este trabalho
GFLV 5867L19 GGCTGGAATAGTGGAAAGA
RNA2
ArMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC -
AMV ArMV-3A CATCAAAACTCATAACCCAC 302 cP Faggioli etal., 2005
Arvy  S418 AAAGAATTGGCAGCGGATTGG 453 P Ipach et al., 1092
A871 GAGTTCGATGATAGGGAGAACG v
ArMv  AF GTTACATCGAGGAGGATG 849 CP Marmonier et al., 2010
CNR GGCAAGTGTGTCCAAAGGAC
ArMY  ArMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC 958 Cp Faggioli et al., 2005
A871 GAGTTCGATGATAGGGAGAACG Ipach et al., 1992
AarMy  ATMV A-3 CCTGGCATGGGAAAATGTTG 997 cp Wetzel et al., 2001
A871 GAGTTCGATGATAGGGAGAACG Ipach et al., 1992
AarMy  ATMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC 1513 cp Faggioli et al., 2005
ArMV A-5 Reverse ACTTAATGGCAAGCCATCG Wetzel et al., 2001
ArMy  ATMV A-3 CCTGGCATGGGAAAATGTTG 1552 Cp Wetzel et al., 2001
ArMV A-5 Reverse ACTTAATGGCAAGCCATCG
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Tabela IV. Pares de primers utilizados na reacdo de PCR para a amplificacdo especifica de fragmentos de RNAL, RNA2 e satRNA de ArMV e GFLV (cont.)

ArMv  AF GTTACATCGAGGAGGATG 831 cPe3UTR  Marmonieretal., 2010
3NC ACAAACAACACACTGTCGCC Wetzel et al., 2001

ArMy  ArMV-5A TACTATAAGAAACCGCTCCC 1730 cPe3UTR  aggiolietal, 2005
3NC ACAAACAACACACTGTCGCC Wetzel et al., 2001

GELy GFLV Ppoly 617F CTCGTCCACTGCTGGAATTAGA 43 cp dTﬁgi'gfai aneriores
GFLV Ppoly 660R ATCCTGCCTCCAGAGCTTTTT

GFLV G2 AGGATTGCCAGGCAAATAGG 1622 CPe3UTR  Wetzeletal., 2001
3NC ACAAACAACACACTGTCGCC

RNA satélite

ArMV

o GFLV satRNA 174F GTAAGCAAACGGACCT 383 sat RNA Lamprecht et al., 2013

GFLV GFLV satRNA RACE GSP5 AGATAGAAGTGAGGGTGAAA

ArMV

e GFLV satRNA 174F GTAAGCAAACGGACCT 658 sat RNA Lamprecht et al., 2013

GFLV  GFLV satRNA RACE GSP4 CTTTTCAGCAGGAGCCCAGA

ArMV

e GFLV satRNA 174F GTAAGCAAACGGACCT 747 sat RNA Lamprecht et al., 2013

GFLV GFLV satRNA dgR ACCTTACGCAACATCCG

ArMV Adaptado de

e GFLV satRNA 174F GTAAGCAAACGGACCT 930 sat RNA Lamprecht et al., 2013

GFLV SAT 1085R (Tx6)GAGTTGGCTAATGAGCAACC K

ArMV

e NepSatF CGTGTAAGCACCGTGCACG 989 sat RNA Gottula et al., 2013

GFLV  NepSatR GGCTAATGAGCAACCAAAATCCC
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3.6 Reac0es de PCR e verificacdo de amplificacéao

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando DreamTaq™ DNA Polimerase (Thermo
Fisher Scientific, Inc., EUA), e primers especificos (Tabela 1V) para a amplificacdo de
determinados fragmentos de RNAL, RNA2 e satRNA de GFLV e ArMV. Seguindo as
indicaces do fabricante, cada reagdo consistiu em tampdo DreamTaqg contendo MgClo,
dNTPs (Thermo Fisher Scientific, Inc., EUA), primer forward e primer reverse, cDNA,
DreamTaq DNA polimerase e H,O (DNase/RNase-free, 0.1 um filtered, Sigma-Aldrich,
EUA) até perfazer o volume final de 50 ul (tabela V).

Tabela V. Reagentes utilizados na rea¢do de PCR.

Reacdo de PCR - constituintes e concentracdes finais
Tampdo DreamTaq 1x com 2 mM de MgCl;

dNTPs (ATP, CTP, GTP, TTP) 0,2 mM cada

Primer forward 0,2 mM

Primer reverse 0,2 mM

DreamTaq DNA polimerase 1U

H>0O até 50 pl

Cada par de primers da tabela 1V foi testado. Uma vez que nem todos os pares de primers
testados obtiveram um resultado de amplificagcdo positivo, abaixo sdo apresentados 0s

protocolos da reacdo de PCR para 0s pares que obtiveram resultados positivos (Tabela VI).

As reagdes de PCR foram realizadas em termocicladores UNO-Thermoblock (Biometra,
Alemanha) e T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Lda., EUA). Os produtos de
amplificagdo foram visualizados sob luz UV, apds separacdo por eletroforese em gel de

agarose (1,5% em tampdo TAE 1x) e corados com brometo de etideo.

17



Tabela VI. Protocolos de PCR especificos para cada par de primers.

Pares de primers

Programa de PCR

ArMV-5A+ArMV-3A

Passo

Duragdo Temperatura Ciclos

S418+A871 ! 3 min ol
2 30s 95°C
3 30s 47°C 30
4 45 72°C
5 10 min 72°C
6 Pausa 10°C
G2+3NC 1 3 min 95°C
2 30s 95°C
3 30s 48°C 30
4 2 min 72°C
5 15 min 72°C
6 Pausa 10°C
GFLV Ppoly 617F + GFLV Ppoly 660R  , 3 min .
95°C
2 30s 94°C 30
3 30s 438°C
4 30s 72°C
5 5 min 72°C
6 Pausa 10°C
GFLV 5072U16 + GFLV 5867L19 1 3 min i
95°C
2 30s 94°C
3 30s 52°C 30
4 1 min 72°C
5 10 min 72°C
6 Pausa 10°C
ArMV 5097U20 + ArMV 5850L17 1 3 min o
95°C
2 30s 94°C
3 30s 55°C 30
4 1 min 72°C
5 10 min 72°C
6 Pausa 10°C
GFLV salRNA 174F + GFLV salRNA 3 min o
RACE GSP5 95°C
GFLV satRNA 174F + GFLV satRNA 2 30s 94°C Gradiente
RACE GSP4 3 30s 60°C 60 - 48°C
XE&%&F;NepSatR 4 1 min 72:C (7 ciclos)
AF+3'NC ° 30 He
6 30s 45°C 30
7 1 min 72°C
8 15 min 72°C
9 Pausa 10°C
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3.7 Clonagem

Os produtos de PCR obtidos com diferentes pares de primers, para cada amostra analisada,
foram ligados a vetores de clonagem usando os Kits comerciais pPGEM®-T Easy System |
(Promega, EUA) e CloneJET™ PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). As
reacOes foram feitas de acordo com as instrucdes dos fabricantes e utilizando entre 1 e 5 pl
de produto de PCR consoante a eletroforese em gel de agarose revelasse uma banda de
amplificacdo forte ou fraca. A ligacdo foi armazenada a 4°C durante a noite, no caso do vetor
pGEM, ou a -20°C, no caso do vetor pJET, e no dia seguinte foi usada para transformar
células competentes [E.coli XL1Blue (Agilent Technologies Inc., EUA)]. A cada tubo
contendo uma aliquota de 100 pl de células competentes mantidas a -80°C, adicionaram-se
5 pl de ligacdo (pGEM) ou 10 ul de ligacdo (pJET) e incubou-se a mistura durante 30
minutos no gelo. Findo este tempo, aplicou-se um choque térmico a 42°C durante 90
segundos seguido de uma incubacéo no gelo por 90 segundos. A cada tudo adicionaram-se
250 pl de meio SOC (LB-Agar liquido com 20mM de glucose) pré-aquecido a 37°C e
colocou-se na incubadora (Inkubatorl000 e Unimax 1010, Heidolph Instruments,
Alemanha) a 37°C com agitacdo a 200 rpm durante 45 minutos. Entretanto prepararam-se
placas de Petri com LB-Agar sélido contendo 50 pg/ml de ampicilina. Uma vez solidificado
0 agar, espalharam-se a superficie do meio 40 pl de uma solucéo de X-Gal a 20 mg/ml. Findo
tempo de incubacdo adicionaram-se 5 pl de IPTG 1M a cada transformacdo tendo-se
plaqueado 150ul de transformacdo por cada placa de Petri preparada. As placas foram
incubadas durante a noite, aproximadamente 16 horas, a 37°C.

Para verificar se as colénias recombinantes continham o fragmento de interesse, estas foram
sujeito a uma reacdo de PCR (tabela VII) com os primers especificos do respetivo fragmento
clonado, seguida de eletroforese em gel de agarose (1,5% em tampao TAE 1x) e visualizagédo
sob UV apds coloracdo com GreenSafe, Este procedimento foi feito para cada fragmento

clonado.
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Tabela VII. Protocolo de PCR de coldnias.

Protocolo de PCR de coldnias
Passo Duracdo Temperatura Ciclos

1 5 min 95°C
2 30s 94°C
3 30s 50°C 30
4 1 min 72°C
5 15 min 72°C
6 Pausa 10°C

3.8 Analise de Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP)

Para cada fragmento clonado foram analisados os produtos de PCR de, pelo menos, 16
clones positivos atraves de Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP) (Orita et al.,
1989) em gel de poliacrilamida 8% (tabela VVI1I) em tampédo TBE 1x.

Tabela VIII. Constituigdo do gel de poliacrilamida 8% para
SSCP

Gel de poliacrilamida 8% - constituintes e
concentracoes finais

TBE 1x

Acrilamida/ Bisacrilamida (29:1) 8% (v/v)
APS 0,1% (v/v)

TEMED 0,1% (v/v)

Conforme a intensidade da banda visualizada apos eletroforese, entre 4 e 8 ul de produto de
PCR foram adicionados a 16 ou 12 pl de tampéo de desnaturacdo (Formamida 95% com
20mM de EDTA e 1% de Azul de bromofenol) num volume total de 20 ul. As amostras
assim preparadas foram desnaturadas a 92°C durante 5 minutos, apdés o que foram
rapidamente arrefecidas em gelo e de seguida carregadas no gel de poliacrilamida. A
eletroforese decorreu a 4°C e a 200 V durante aproximadamente 3 horas.

Apbs o término da eletroforese, os géis foram corados com nitrato de prata, o que permitiu
visualizar os padrdes de SSCP das amostras. No primeiro passo, os géis foram colocados
numa solucéo de acido acético glacial 10% (v/v) durante um minimo de 20 minutos para

fixar as bandas ao gel. Apds este periodo, os géis foram lavados trés vezes em agua destilada
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durante 3 minutos cada lavagem, seguindo-se uma incubacéo numa solugéo de acido nitrico
1,5% (v/v) por 3 minutos. Depois, os géis foram novamente lavados em &gua destilada
durante 3 minutos por trés vezes e incubados numa solucdo de nitrato de prata 6mM e
formaldeido 0,06% (v/v) durante 30 minutos. Passada meia hora lavaram-se 0s géis em agua
destilada uma vez por 3 minutos. Finalmente, os géis foram revelados por incubacdo em
solucdo aquosa de carbonato de sédio 3% (p/v), formaldeido 0,06% (v/v) e tiossulfato de
sodio 0,2% (p/v). Quando as bandas se tornaram visiveis adicionou-se solu¢do de &cido
acetico glacial 10% (v/v) para parar a coloragéo.

Uma vez terminada a coloracdo, os padrées de SSCP foram visualizados. Clones
evidenciando padrdes diferentes foram escolhidos para extracdo de DNA plasmidico.

3.9 Extragédo de pDNA (Miniprep), restricéo e sequenciacéo

As coldnias de interesse foram repicadas para tubos tipo Falcon de 50ml contendo 5 ml da
LB liquido com ampicilina (50 pg/ml) que foram incubados aproximadamente 16 horas, a
37°C e com agitacdo a 200rpm. No dia seguinte, extraiu-se 0 pDNA usando o kit comercial
NZYMiniprep (NZYTech,Lda., Portugal) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para
confirmar o tamanho esperado do fragmento, o0 pDNA extraido foi digerido com o enzima
FastDigest™ EcoRI (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) para ligagdes ao vetor pGEM e
com os enzimas Xhol e Xbal (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) para ligagdes ao pJET.
Seguiram-se as instrucdes do fabricante e os fragmentos foram visualizadas sob luz UV apdés
eletroforese em gel de agarose 1% corado em brometo de etidio.

Os clones selecionados foram sequenciados comercialmente (Stab Vida e CCMar-UAlg,

Portugal).

3.10 Andlise in silico

Foi realizada uma analise in silico para detetar grupos filogenéticos e as relagGes
filogenéticas das variantes de GFLV e ArMV presentes nos isolados portugueses. Fez-se uma
analise filogenética detalhada com base no RNALl, RNA2 e satRNA, recorrendo aos
programas BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) e ClustalW (Larkin et al., 2007)
para visualizagéo, tratamento e alinhamento das sequéncias, e MEGAG (Tamura et al., 2013)
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para construcdo de dendrogramas e inferéncia filogenética. O programa DnaSP (Librado e
Rozas, 2009; Rozas, 2009) foi usado para determinacdo de pardmetros de genética de
populacdes. Eventos de recombinagdo foram investigados recorrendo ao programa RDP4
(Martin, 2000). O Datamonkey (Kosakovsky e Frost, 2005; Delport et al., 2010) foi usado
para avaliagdo das pressdes de selecdo atuantes em diferentes genes. As relagdes
filogenéticas encontradas para as regides genomicas em estudo foram comparadas com uma
matriz de sintomas, de modo a avaliar a existéncia de correspondéncia entre filogrupos e

sintomas.
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4. RESULTADOS

4.1 Desenho de primers

Foram desenhados primers em zonas que flanqueiam seis dos sete motivos tipicos da RdRp
descritos para virus de plantas (Chisholm et al., 2007). GFLV 5072U16 e GFLV 5850L19
foram desenhados em zonas conservadas observadas no alinhamento construido a partir de
sequéncias de RNA1 completo e sequéncias parciais da RdRp de GFLV disponiveis em
GenBank (Figuras 3 e 4).

Uma vez que se pretendia que os primers para cada virus flanqueassem aproximadamente a
mesma regido da RdRp foi necessario alinhar as sequéncias de ArMV com a sequéncia a
partir da qual os primers de GFLV foram desenhados. Assim, ArMV 5097U20 e ArMV
5850L.17 foram desenhados com base no alinhamento de sequéncias de RNAL completo e
sequéncias parciais da RdRp de ArMV com a sequéncia referéncia de RNA1 para GFLV
(Figuras 5 e 6).

5070 5080 5090

TS O L (P [P I
NC_003615 GFLV F13 RNA1 CTGGGGAAAAGGGAAAGGCGAGA|ITTCTTTG
KC900162 GFLV SACH44 RNA1 NN Y [ c 0 /Mo 000000000 o0 c LT
GQ332373 GFLV WAPN6132 RNA1 po .CLoo oL 5 00ldooooooooo0oaoc Gl. ......
GQ332372 GFLV WAPN173 RNA1 pol Y Y c c/lc o oo oo oo oo o I
JN391442 GFLV GHu RNA1 Y Yl o c c /M0 a0 o000 oo oo o o NN
JF968120 GFLV SAPCS3 RNA1 Y YW c 0 /Mo 00000000 o0 c LT
GU972585 GFLV CACSB1a RNAL1RDR - - - - - - |- = =« = . . . . . . o v v oo ...C.C.
GU972570 GFLV CACSC4 RNA1 RDRP
GU972568 GFLV CACSC2 RNAL1IRDRP . . . . . . |, o v v v vt v v oo o] oo C.
GU972567 GFLV CACSCI RNALIRDRP . . . . . . |. o v v v v vt v v v v oo oo v C.
GU972566 GFLV CACSB5 RNALIRDRP . . . . . . .| .« v v v v v v v v v v e e v v o C.

GU972565 GFLV CACSB3 RNA1RDRP - - - - - - - - =« . . oo oo v v v e oo oo
GU972563 GFLV CACSB1 RNA1 RDRP
GU972561 GFLV CAZINAARNA1IRDR . . . . . . .. . o v v v v oo v v v v v e oo o C.
GU972560 GFLV CAZINA3 RNA1IRDR . . . . . . .. . . v v v v oo v v v v e oo oo
GU972559 GFLV CAZINA2 RNA1IRDR . . . . . . .. o o v v v v oo oo v e oo oo

GU972558 GFLV CAZINA1IRNALRDR . . . . . . . . . o v v o v v v oo oo oo v oo C.
JX513894 GFLV GFV 3138-01 RNA1 N . o ¢ 0 0 o @0 o000 oo o0 o o TR
JX513889 GFLV GFV 1050-02 RNA1 RN Y - - c /A0 00000000 o o o IR

Figura 3. Alinhamento de sequéncias completas de RNA1 e de sequéncias parciais da RdRp de GFLV.
Destacado a azul encontra-se o fragmento correspondente ao primer forward desenhado, GFLV 5072U16: 5°-
AAAGGGAAAGGCGAGA-3’. Todas as sequéncias foram retiradas de GenBank e encontram-se identificadas
pelo nimero de acesso e pelo nome. A numeragao dos nucleétidos é dada pela sequéncia NC003615.
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NC_003615 GFLV F13 RNA1 ATAAGTC
KC900162 GFLV SACH44 RNA1
GQ332373 GFLV WAPN6132 RNA1 po
GQ332372 GFLV WAPN173 RNAL1 pol
JN391442 GFLV GHu RNA1

JF968120 GFLV SAPCS3 RNA1
GU972585 GFLV CACSB1a RNA1 RDR
GU972570 GFLV CACSC4 RNA1 RDRP
GU972568 GFLV CACSC2 RNA1 RDRP
GU972567 GFLV CACSC1 RNA1 RDRP
GU972566 GFLV CACSB5 RNA1 RDRP
GU972565 GFLV CACSB3 RNA1 RDRP
GU972564 GFLV CACSB2 RNA1 RDRP
GU972563 GFLV CACSB1 RNA1 RDRP
GU972561 GFLV CAZINA4 RNA1 RDR
GU972560 GFLV CAZINA3 RNA1 RDR
GU972559 GFLV CAZINA2 RNA1 RDR
GU972558 GFLV CAZINA1 RNA1 RDR
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JX513889 GFLV GFV 1050-02 RNA1
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Figura 4. Alinhamento de sequéncias completas de RNA1 e de sequéncias parciais da RdRp de GFLV.
Destacado a azul encontra-se o local correspondente ao primer reverse desenhado, GFLV 5867L19: 5’-
GGCTGGAATAGTGGAAAGA-3’. Todas as sequéncias foram retiradas de GenBank e encontram-se
identificadas pelo nimero de acesso e pelo nome. A numeracdo dos nucledtidos é dada pela sequéncia

NC003615.
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Figura 5. Alinhamento de sequéncias completas de RNAL e sequéncias parciais da RdRp de ArMV e da
sequéncia referéncia de RNAL de GFLV. Destacado a azul encontra-se o fragmento correspondente ao primer
forward desenhado para a RdRp de GFLV, GFLV 5072U16 e a verde encontra-se o fragmento correspondente
ao primer forward desenhado para ArMV, ArMV 5097U20: 5°- GAATTTGTGCCTGGGTGTGG-3’. Todas as
sequéncias foram retiradas de GenBank e encontram-se identificadas pelo nimero de acesso e pelo nome. A
numeracdo dos nucleétidos é dada pela sequéncia NC006057.
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HE984334 ArMV RdRp is. 14-21
HE984333 ArMV RdRp is. 8-53
KJ746621 ArMV strain C1954 RdR
KC816730 ArMV-RdRp-3
KC816731 ArMV-RdRp-7
KC816732 ArMV-RdRp-8
KC816733 ArMV-RdRp-10

Figura 6. Alinhamento de sequéncias completas de RNAL e de sequéncias parciais da RdRp de ArMV e a
sequéncia referéncia de RNAL de GFLV. Destacado a azul encontra-se o local correspondente ao primer reverse
desenhado para a RdRp de GFLV, GFLV 5867L19 e a verde encontra-se o local correspondente ao primer
reverse desenhado, ArMV 5850L17: 5’-GCTGGAATTGTGGCAAG-3’. Todas as sequéncias foram retiradas
de GenBank e encontram-se identificadas pelo nimero de acesso e pelo nome. A numeracdo dos nucle6tidos
é dada pela sequéncia NC006057.

Para garantir que os primers nao amplificariam outro fragmento que nao o do respetivo virus
de interesse foi feita uma analise BLAST, na plataforma do NCBI, para cada uma das
sequéncias dos primers. Estas analises ndo revelaram qualquer homologia com sequéncias

relacionadas com videira ou com outros virus potencialmente presentes em videiras.

4.2 Evidéncia molecular da presenca de ArMV em Portugal: isolado CS30404

4.2.1 Proteina da Capside

Isolados positivos para Arabis mosaic virus por testes de DAS-ELISA, realizados pelos
servicos do INIAV com anticorpos comerciais, foram testados por RT-PCR utilizando varios
pares de primers descritos na literatura, de modo a verificar a sua capacidade de dete¢do em
isolados portugueses. De entre este conjunto, apenas um par de primers (ArMV 5A e ArMV
3A) permitiu a obtencdo, a partir do isolado portugués CS30404, de uma sequéncia parcial
da proteina da capside daquele virus. A partir dessa sequéncia, que se encontrava depositada
na base de dados do projeto PTDC/AGR-ALI/109859/2009, e de sequéncias homdlogas
presentes em GenBank construi-se um alinhamento (Figura 7). Deste modo, a sequéncia
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obtida foi alinhada com a sequéncia de referéncia para 0 RNA2 de ArMV (NC 006056) e as
restantes sequéncias do RNA2 completas desse virus (EF426853, X81815 e X81814)
disponiveis em GenBank. Neste alinhamento também se incluiram a sequéncia de referéncia
para 0 RNA2 de GLFV (NC003623) e uma outra do RNA2 completo deste virus
(EF426852). Verificou-se que, ao longo de todo o alinhamento, o nivel de semelhanca entre
a sequéncia do isolado CS30404 e as sequéncias homologas de ArMV € maior em
comparacao ao nivel de semelhanca entre o isolado portugués e as sequéncias homologas de
GFLV. Além disso, as sequéncias do virus do urticado contém véarios motivos ao longo do

alinhamento que nenhuma das restantes sequéncias de ArMV possul.
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Figura 7. Alinhamento de sequéncias parciais da proteina da capside de ArMV. O isolado portugués encontra-se identificado pelo nome - CS30404 - e as sequéncias retiradas
de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso. A numeracao dos nucledtidos é dada pela sequéncia NC006056.
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Neste trabalho, o isolado CS30404 foi também testado por PCR para um conjunto de primers
descritos na literatura como especificos para o ArMV, com o objetivo de obter mais
informacdo sobre a regido codante da proteina da capside das variantes daquele virus
presentes neste isolado. Foram obtidos resultados positivos de amplificacdo por PCR para
quatro desses pares, ArMV 5A + ArMV 3A, S418 + A871, AF + CNR e AF + 2°NC. (tabela
IX). No entanto, uma vez obtidas as sequéncias correspondentes e alinhadas com sequéncias
homologas de ArMV e de GFLV verificou-se que os fragmentos amplificados com estes
pares de primers correspondiam a variantes da regido codante da proteina da capside de
GFLV e ndo ArMV (dados ndo mostrados). Este isolado possui, portanto, co-infe¢ao daqueles

dois virus.

Tabela IX. Primers utilizados nas rea¢des de PCR para a amplificacdo especifica de fragmentos parciais
do RNAL, RNA2 e satRNA de ArMV no isolado portugués CS30404.

. . Localizacdo no Isolado
Virus Primers ¢

genoma CS30404

RNA 1

ArMV  ArMV 5097U20 + 5850L17 RdRp +
RNA 2

ArMV  ArMV-5A + ArMV-3A CP +

ArMV  S418 + A871 CP +

ArMV  ArMV 5A + ArMV A5-Rev CP

ArMV  ArMV 5A + A871 CP

ArMV  ArMV A3 + A871 CP

ArMV  AF +CNR CP +

ArMV  ArMV 5A + 3'NC CPe3UTR

ArMV  AF +3'NC CPe3'UTR +
RNA satélite

ArMV e GFLV satRNA 174F + GFLV satRNA RACE satRNA +

GFLV  GSP4

é‘ IEII\_/I\\// ¢ NepSatF + NepSatR satRNA +

+: resultado positivo por PCR

4.2.2 RNA polimerase RNA-dependente (RARp)

A partir deste isolado foi possivel obter fragmentos de amplificagdo, quer com os primers
desenhados para a regido codante da RdRp de ArMV quer para a de GFLV. As sequéncias

parciais da RdRp de ArMV e de GFLV obtidas foram alinhados com sequéncias homdlogas
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da base de dados GenBank. A partir do alinhamento das sequéncias em nucle6tidos e do
alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas das anteriores foram construidos os
respetivos dendrogramas usando o método de Maximum-Likelihood com 1000 replicacdes
para calculo do valor de bootstrap. Os ramos com menos de 75% de valor de bootstrap foram
colapsados. Os dendrogramas construidos a partir das sequéncias em nucledtidos e
aminoacidos mostram o agrupamento das sequéncias em dois grupos principais, consoante
0 virus a que pertencem. As variantes do isolado CS30404 obtidas com cada par de primers
inserem-se no respetivo grupo formado pelas demais sequéncias homdlogas de ArMV ou de
GFLV. No dendrograma construido a partir das sequéncias nucleotidicas (Figura 8) as
variantes de ArMV do isolado portugués encontram-se agrupadas com elevado valor de
bootstrap (100%) e inseridas num subgrupo de variantes de ArMV com o isolado Dul3 de
origem espanhola e com o isolado americano 8-53. As variantes de GFLV encontram-se
agrupadas com elevado valor de bootstrap (99%) e inseridas num subgrupo com as restantes
variantes de GFLV. No dendrograma construido a partir das sequéncias dos aminoacidos
(Figura 9), as variantes de ArMV do isolado CS30404 encontram-se agrupadas (bootstrap de
87%) e inseridas num subgrupo com o isolado Dul3. As variantes de GFLV encontram-se

agrupadas (bootstrap de 76%) e inseridas num subgrupo com as restantes variantes de GFLV.

NC 003615 GFLV RNA 1
JN391442 GFLV is. GHu RNA1

CS30404-12 GFLV RdRp
— CS30404-16 GFLV RdRp ]
100 KC900162 GFLV is. SACH44 RNA1
{ JF968120 GFLV is. SAPCS3 RNAL
NC 017939 GDefV RNAL
HE984334 ArMV is 14-21 RdRp
NC 006057 ArMV RNA 1
HE984333 ArMV is. 8-53 RdRp
JQ975057 ArMV is. DU13 segment RNA1
88 —  6230404-16 ArMV RdRp

6230404-8 ArMV RdARP
6230404-13 ArMV RdRp

83

100

Figura 8. Dendrograma construido com base nas sequéncias nucleotidicas parciais da RNA polimerase RNA-
dependente utilizando o método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 75% de valor de bootstrap
foram colapsados. As sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de
acesso.
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76 CS30404-12 GFLV RdRp
— 1 CS30404-16 GFLV RdRp ]
JIN391442 GFLV is. GHu RNA1
57 KC900162 GFLV is. SACH44 RNA1
JF968120 GFLV is. SAPCS3 RNA1
NC 003615 GFLV RNA 1
NC 017939 GDefV RNA1
NC 006057 ArMV RNA 1
HE984334 ArMV is 14-21 RdRp
HE984333 ArMV is. 8-53 RdRp
JQ975057 ArMV is. DU13 segment RNAL
6230404-8 ArMV RdRP
6230404-13 ArMV RdRp
6230404-16 ArMV RdRp

77

86

Figura 9. Dendrograma construido com base nas sequéncias parciais de aminoacidos da RNA polimerase RNA-
dependente utilizando o método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 75% de valor de bootstrap
foram colapsados. As sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de
acesso.

4.2.3 RNA satélite (satRNA)

Em alguns casos é possivel encontrar moléculas de RNA satélite de grande tamanho
(satRNA tipo B) associadas a ArMV. De modo a verificar se esse seria 0 caso para este
isolado, foram testados cinco pares de primers em reacdes de PCR. A partir de dois pares,
GFLV satRNA 174F + GFLV satRNA RACE GSP4 e NepSat F + NepSat R, obtiveram-se
fragmentos de amplificacdo especifica (tabela 1X). Apds a clonagem dos fragmentos de
interesse, obtidos da reacdo de PCR com o par de primers que permitiu a amplificacdo de
um fragmento maior (NepSatF+NepSatR), os clones evidenciando diferentes padrdes na
andlise de SSCP foram escolhidos para sequenciacdo. As sequéncias obtidas foram tratadas
e posteriormente alinhadas com sequéncias de RNA satélite tipo B de ArMV e GFLV que se
encontram disponiveis em GenBank. A partir do alinhamento das sequéncias em nucleétidos
(Figura 10) e em aminoacidos (Figura 11) foram produzidos dendrogramas usando o método
de Maximum-Likelihood com 1000 replicados para calculo do valor de bootstrap. Os ramos
com menos de 95% de valor de bootstrap foram colapsados. Verifica-se que, tal como para
o0 caso da RdRp, as variantes virais do RNA satélite do isolado CS30404 segregam para 0

mesmo grupo, com elevado valor de bootstrap (100%).

Em ambos os dendrogramas as variantes do isolado portugués estdo inseridas no grupo
formado pelo isolado GFLV -SACH44 e pelos isolados ArMV-lilac, ArMV-P119 e ArMV-

30



P116. N&o se verifica correspondéncia entre o virus acompanhante (GFLV ou ArMV) e os
grupos observados, quer no caso do isolado portugués, quer no dos isolados analisados por

outros autores.

CS30404-4
CS30404-15
100 f—————— CS30404-5
CS30404-16
CS30404-7
100 - CS30404-8
KC900164 GFLV is. SACH44 satRNA
NC 003523 ArMV is. lilac satRNA
DQ187319 ArMV is. P119 satRNA
{ DQ187318 ArMV is. P116 satRNA
NC 003203 GFLV is. F13 satRNA
DQ187317 ArMV is. NW satRNA
DQ187316 ArMV is. J86 satRNA

{ KC162000 GFLV satRNA strain R2
98 KC161999 GFLV satRNA strain R6

Figura 10. Dendrograma construido com base nas sequéncias nucleotidicas do satRNA utilizando o método de
Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 95% de valor de bootstrap foram colapsados. As sequéncias
retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo home e nimero de acesso.

satRNA

100

CS30404-4

CS30404-15

100 CS30404-8

CS30404-5

CS30404-16

CS30404-7

KC900164 GFLV is. SACH44 satRNA
DQ187319 ArMV is. P119 satRNA

—ss: DQ187318 ArMV is. P116 satRNA

NC 003523 ArMV large satRNA

NC 003203 GFLV satRNA

DQ187317 ArMV is. NW satRNA

DQ187316 ArMV is. J86 satRNA

100 f——————K (162000 GFLV satRNA strain R2

KC161999 GFLV satRNA strain R6

satRNA

Figura 11. Dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoécidos do satRNA utilizando o método
de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 95% de valor de bootstrap foram colapsados. As sequéncias
retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.

4.3 Caracterizacéo de variabilidade genomica de GFLV nos isolados portugueses

Através de colaboragdes com o INIAV, foi criada uma base de dados de sequéncias

nucleotidicas de RNA2 para um nimero alargado de isolados de Grapevine fanleaf virus
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obtidos de castas da CAN no &mbito do projeto PTDC/AGR-ALI/109859/2009. De modo a
caracterizar a variabilidade genética dos isolados portugueses, as sequéncias presentes na
base de dados foram tratadas e, posteriormente, construiram-se alinhamentos a partir da
sequéncia completa da HP, MP e CP. A identificacdo dos 11 isolados selecionados para
analise neste trabalho é dada na tabela X, incluindo um isolado de V. vinifera ssp. sylvestris
(1103032).

Tabela X. Isolados portugueses usados nas analises filogenéticas
da HP, MP, CP e RdRp.

Nome Espécie/Casta
A3 Touriga Nacional
Bl Cabernet Sauvignon
BP5 Vitis vinifera casta desconhecida
Syrah Syrah
UVAMESA Uva de mesa
110303(2) Vitis vinifera ssp. Sylvestris
19330204 Moscatel de Azeitdo
19340203 Moscatel Rosado
950409(01) Siria
950624(3) Siria
950629(3) Siria

Nos alinhamentos incluiram-se, além das sequéncias dos isolados portugueses, sequéncias
homologas de isolados de GFLV para os quais havia informacao disponivel em GenBank
das sequéncias codantes completas do RNA1 e RNA2, bem como as sequéncias de
referéncia para ArMV e GDefV. As analises filogenéticas foram realizadas usando o método
de Maximum-Likelihood com 1000 replicados para célculo dos valores de bootstrap. Os

ramos com menos de 50% de valor de bootstrap foram colapsados.

4.3.1 “Homing protein” (HP)

As sequéncias completas do gene da HP obtidas para os isolados portugueses e sequéncias
homologas presentes em GenBank foram alinhadas. Com base no alinhamento resultante,
foram construidos dendrogramas a partir das sequéncias nucleotidicas (Figura 12) e das
sequéncias de aminoacidos deduzidas das anteriores (Figura 13). De uma forma geral, as
variantes virais portuguesas tendem a formar subgrupos consoante o isolado de origem, quer
quando as relac@es filogenéticas sdo analisadas com base nas sequéncias nucleotidicas quer

com base nas sequéncias de aminoacidos. A existéncia de conjuntos de variantes de mais
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que um isolado a este nivel de agrupamento verifica-se somente no caso de B1 e A3 em
ambos os dendrogramas (Figuras 12 e 13). No dendrograma construido a partir das
sequéncias de nucleotidos, as variantes de B1, A3 e SYRAH s&o as unicas que se agrupam
com as sequéncias de GenBank selecionadas para esta analise, embora com um valor de
bootstrap relativamente baixo (53%). Esta situacdo ja ndo é suportada no dendrograma da
figura 13. Os subgrupos de variantes nucleotidicas dos isolados 9504091, 9506243 e
9506293 agrupam-se a um nivel superior com um valor de bootstrap de 87% e, a este nivel
de agrupamento, as sequéncias dos isolados UVAMESA e de 1103032 formam um conjunto
com 90% de bootstrap. Comparando com a informacdo fornecida pelas sequéncias de
aminoacidos, verifica-se que s6 se mantem o agrupamento entre variantes de 9506243 e
9506293 e que as variantes del103032 se encontram mais proximas das do isolado
19340203.

A insercdo, na analise filogenética, de sequéncias homologas de variantes de ArMV e de
GDefV teve por objetivo a inclusédo dum potencial outgroup. No entanto, verifica-se que a
sequéncia NC006056 agrupa com a variante GHu de GFLV enquanto a sequéncia GQ332366
de GFLV agrupa com NC017938 de GDefV, em ambos o0s dendrogramas.

No dendrograma com base na sequéncia de aminoacidos, as variantes de 9506243 e 9506293
continuam agrupadas, no entanto as variantes de 9504091 formam um novo grupo. As
variantes virais de 1103032 e UVAMESA, que se encontram no mesmo ramo no
dendrograma construido a partir do alinhamento das sequéncias nucleotidicas, estdo

separadas no dendrograma produzido a partir da sequéncia dos nucleétidos.

A divergéncia evolutiva média entre pares de sequéncias, considerando o total das 35
sequéncias foi de 0.131+0.007 (Tabela XI). Este valor foi superior ao encontrado para o
grupo de 27 sequéncias das variantes portuguesas (0.099+0.005). Esta diferenca refletiu-se
também na contagem de locais polimérficos (S) que foi de 381 no primeiro caso e 272 no
segundo. Os polimorfismos detetados nesta regido do genoma foram também avaliados
através do teste estatistico Tajima D. Este teste é largamente usado para detetar selecdo com
base nos polimorfismos de sequéncias nucleotidicas. Um valor de estatistica D negativo pode
indicar uma selecéo purificante com fixacao alélica conduzida por selecéo natural, enquanto
um valor positivo indica uma selecdo balanceadora. Valores de estatistica D negativos foram
encontrados para todos os grupos de variantes da HP considerados (Tabela X1), sem, no

entanto, se desviarem significativamente de zero (P>0.1) em nenhum dos casos.
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Figura 12. Dendrograma construido com base nas sequéncias nucleotidicas da “homing protein” utilizando o
método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 50% de valor de bootstrap foram colapsados. As
sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.
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Figura 13. Dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoacidos da “homing protein” utilizando
0 método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 50% de valor de bootstrap foram colapsados. As
sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.
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Tabela XI. Avaliacdo da divergéncia evolutiva média intragrupo (d) entre pares de
sequéncias de diferentes genes codificados no RNA1 ou no RNA2 de Grapevine fanleaf

virus.
Regiédo
gendmica e Nf’ de q H S Tajima D
Grupos de variantes
variantes
HP
a 35 0.131+0.007 1.000 381 -1.06931; P>0.1
b 8 0.153+0.024 1.000 297 -0.85373; P>0.1
c 27 0.099+0.005 1.000 272 -0.33685; P>0.1
MP
a 35 0.117+0.007 1.000 531 -1.20208; P>0.1
b 8 0.122+0.024 1.000 320 -0.82276; P>0.1
c 27 0.112+0.005 1.000 447 -0.85429; P>0.1
CP!
a 49 0.111+0.003 1.000 683 -0.51280; P>0.1
b 8 0.106+0.010 1.000 396 -0.29945; P>0.1
c 41 0.108+0.003 1.000 613 -0.28756; P>0.1
GR I 31 0.110+0.004 1.000 632 -0.52184, P>0.1
GRII 3 0.064+0.010 1.000 146 nd
GR 11 15 0.059+0.008 1.000 277 -0.08780; P>0.1
RdRp
a 47 0.111+0.003 0.997 321 -0.16768; P>0.1
b 8 0.111+0.010 1.000 223 -0.20367; P>0.1
c 39 0.105+0.004 0.996 278 0.27881, P>0.1

1 Os filogrupos indicados s&o os definidos na figura 16

a- Grupo de variantes inclui as sequéncias deste trabalho e as sequéncias homologas obtidas de GenBank

b- Grupo de variantes inclui as sequéncias homélogas obtidas de GenBank

c- Grupo de variantes inclui as sequéncias deste trabalho

H- Diversidade haplotipica

S- Numero de locais polimorficos (segregantes)

Tajima D — O valor de D do teste Tajima indica uma medida do afastamento da neutralidade para todas as
mutacdes na regido genodmica considerada. O teste é baseado nas diferencas entre o nimero de locais
polimorficos (segregantes) e o nimero médio de diferencas nucleotidicas. Os valores deste teste de neutralidade
ndo foram significativos em todos os casos determinados (P>0.1); nd - ndo determinado por ndmero
insuficiente de sequéncias.
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4.3.2 Proteina do movimento (MP)

A analise filogenética das sequéncias completas do gene da proteina do movimento foi
realizada com base no alinhamento construido com as variantes dos isolados portugueses
(Tabela X) e sequéncias homdlogas de GFLV, ArMV e GDefV extraidas das mesmas
sequéncias completas de RNA2 anteriormente analisados para a regido da HP. Os
dendrogramas foram construido com base nos alinhamentos de sequéncias nucleotidicas
(Figura 14) e de sequéncias de aminoacidos deduzidas das anteriores (Figura 15). A maioria
das variantes portuguesas mostra um agrupamento de acordo com o isolado de origem. No
dendrograma construido com base nas sequéncias de nucledtidos as variantes do isolado
193302043 sdo as Unicas dos isolados portugueses que se agrupam com sequéncias obtidas
de GenBank, neste caso com NC003623, que corresponde ao largamente estudado isolado
F13. No entanto quando as sequéncias de aminoacidos sao consideradas, € uma das variantes
de UVAMESA que esta agrupada com a do isolado F13 sendo o Unico exemplo de
agrupamento de variantes portuguesas com variantes obtidas por outros autores. No
dendrograma construido com base nas sequéncias de nucleétidos todas as variantes
recuperadas do isolado UVAMESA estdo agrupadas com um valor de bootstrap de 100%.
Os isolados B1 e A3 e os isolados 9506293, 9506243 e 9504091 integram os Unicos dois
grupos compostos por variantes de mais de um isolado portugués. Todavia, no dendrograma
construido a partir do alinhamento de sequéncias de aminoécidos, B1 e A3 encontra-se
isolados. No dendrograma baseado nas sequéncias de aminoacidos verifica-se a existéncia
de dois grupos que integram mais que uma variante viral portuguesa, o grupo dos isolados
19340203 e 950409 e o grupo de 9506293, Syrah e trés das variantes de 1103032, embora
com valores de bootstrap relativamente baixos de 60% e 50% respetivamente. As duas
variantes restantes do isolado 1103033 formam um grupo isolado com 93% de suporte.

A semelhanca do que se verificou para a HP, as sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos
de ArMV e GDefV, no caso da MP, ndo formam o grupo mais distante das variantes de
GFLV. De facto em ambos os dendrogramas o grupo gue integra as sequéncias NC006056
(ArMV) e do isolado GHu (GFLV) é o mais divergente, seguido da sequéncia de GDefV

A divergéncia evolutiva média entre pares de sequéncias, considerando o total das 35
sequéncias foi de 0.117+0.007 (Tabela XI). Este valor ndo foi significativamente superior

ao encontrado para o grupo de 27 sequéncias das variantes portuguesas (0.112+0.005),

37



embora seja evidente uma diferenca na contagem de locais polimorficos (S) que foi de 531
e 447 respetivamente. Os polimorfismos detetados nesta regido do genoma foram também
avaliados através do teste estatistico Tajima D. Valores de estatistica D negativos foram
encontrados para 0s grupos de variantes da MP considerados (Tabela XI), sem, no entanto,

se desviarem significativamente de zero (P>0.1) em nenhum dos casos.
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Figura 14. Dendrograma construido com base nas sequéncias de nucleétidos da proteina do movimento
utilizando o método de Maximum-Likelihood com 1000 replicacBes de bootstrap. Ramos com menos de 50%
de valor de bootstrap foram colapsados. As sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo
nome e nlimero de acesso.
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Figura 15. Dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoécidos da proteina do movimento
utilizando o método de Maximum-Likelihood com 1000 replica¢des de bootstrap. Ramos com menos de 50%
de valor de bootstrap foram colapsados. As sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo
nome e nlimero de acesso.
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4.3.3 Proteina da Cépside (CP)

A analise filogenética das sequéncias completas do gene da proteina da capside foi realizada
com base no alinhamento construido com as variantes dos isolados portugueses (Tabela X)
e sequéncias homologas de GFLV, ArMV e GDefV extraidas das mesmas sequéncias
completas de RNA2 anteriormente analisados para as regides da HP e da MP. Os
dendrogramas foram construidos com base nos alinhamentos de sequéncias nucleotidicas

(Figura 16) e de sequéncias de aminoacidos deduzidas das anteriores (Figura 17).

Na andlise das relacdes filogenéticas baseadas nas sequéncias nucleotidicas verificou-se uma
divisdo dos isolados em trés grupos principais: GRI, GRII e GRIIIl, embora com valores de
bootstrap ndo muito robustos de 51%, 79% e 50% respetivamente. O primeiro grupo (GRI)
incluiu sequéncias de variantes de isolados portugueses e isolados obtidos por outros autores,
cujas sequéncias se encontram disponiveis em GenBank. O segundo grupo (GRII) é
constituido apenas por variantes dos isolados A3 e SYRAH. O terceiro grupo (GRIII) é
composto exclusivamente por variantes de isolados portugueses. Com base na topologia
deste dendrograma € sugerida a existéncia de variantes de diferentes grupos filogenéticos
nos isolados A3 e SYRAH.

No dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoacidos uma topologia
diferente é observavel. As variantes dos isolados portugueses encontram-se, em geral,
agrupadas consoante o isolado de origem. As excepc¢des sdo as variantes dos isolados

SYRAH, A3 e BP5 que integram grupos divergentes.

Contrariamente ao que se verificou para a HP e a MP, as sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos de ArMV e GDefV, no caso da CP, constituem o grupo mais divergente em

ambos os dendrogramas.

A divergéncia evolutiva média entre pares de sequéncias, considerando o total das 49
sequéncias foi de 0.111+0.003 (Tabela XI). Este valor ndo foi significativamente superior
ao encontrado para o grupo de 41 sequéncias das variantes portuguesas (0.108+0.003), e a

diferenga na contagem de locais polimdrficos (S), respetivamente 683 e 613 é também

reduzida.
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Em relacdo aos grupos filogenéticos considerados para esta regido, o grupo | apresenta a
maior divergéncia evolutiva média entre pares de sequéncias (0.110+0.004), seguido do
grupo 1l (0.064+0.010) e do grupo Il (0.05940.008). Verifica-se que estes valores de
divergéncia ndo estdo diretamente relacionados nem com o nimero de sequéncias em cada

grupo nem com 0s respetivos valores de S (Tabela XI).

Os polimorfismos detetados nesta regido do genoma foram igualmente avaliados através do
teste estatistico Tajima D. Valores de estatistica D negativos foram encontrados para 0s
grupos de variantes considerados (Tabela XI), sem, no entanto, se desviarem
significativamente de zero (P>0.1) em nenhum dos casos.

Na tabela X1I estdo indicados os valores de divergéncia evolutiva média entre os filogrupos
considerados para as variantes do gene da CP. Verifica-se que estes valores, para cada par
comparado, sdo superiores aos de divergéncia dentro de cada grupo. Embora os valores de
bootstrap, como ja referido, estejam no limite aceitvel para inferéncia filogenética, os

valores da tabela X1l fornecem outra linha de evidéncia de suporte aos grupos considerados.
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Figura 16. Dendrograma construido com base nas sequéncias de nucleétidos da proteina da capside utilizando
0 método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 50% de valor de bootstrap foram colapsados. As
sequéncias obtidas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.
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Figura 17. Dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoacidos da proteina da capside utilizando
0 método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 50% de valor de bootstrap foram colapsados. As
sequéncias obtidas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.
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Tabela XII. Avaliagdo da divergéncia evolutiva média entre os grupos
filogenéticos determinados para as variantes nucleotidicas do gene da
proteina da capside (CP) de Grapevine fanleaf virus.

Filogrupo? | I "
Grupo | -

Grupo Il 0.127 £0.019 -

Grupo 111 0.124 +0.009 0.104+0.021 -

2 Os filogrupos indicados sdo os definidos na figura 16
Séo indicados os valores médios + desvio padrdo

4.3.4 RNA polimerase RNA-dependente (RdRp)

Os mesmos isolados utilizados para a anélise filogenética da HP, MP e CP e com testes
positivos por DAS-ELISA com anticorpos comerciais (Tabela X) foram analisados por PCR
com o par de primers GFLV 5072U16 e GFLV 5867L19 para a amplificacéo especifica de
um fragmento de 813 nt do gene da RdRp (Figura 18-A). Apds a ligacdo do produto de PCR
ao plasmideo e posterior transformacédo, as colonias recombinantes foram testadas de modo

a verificar a insercdo do fragmento de 813 bp no plasmideo (Figura 18-B).

A3

M 12 3 456 7 8 910111213141516 M C-

“1000bp

<+ 500bp —»

Figura 18. A — Exemplo da verificagdo de amplificacdo por PCR dum fragmento de 813 bp do gene da RdRp
de GFLV (gel de agarose 1,5% em TAE 1x, corado com brometo de etideo). B — Exemplo da verificacdo da
presenca do fragmento de 813nt no plasmideo, com resultados positivos para todas as coldnias (gel de agarose
1,5% em TAE 1x, corado com GreenSafe).19340203, A3 e Syrah: amostras testadas; C-: controlo negativo do
PCR; M: marcador de peso molecular 100bp plus, Nimeros de 1 a 16 — col6nias testadas para o isolado A3.
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Os produtos de PCR de pelo menos 16 clones positivos de cada amostra em estudo foram
analisados através de SSCP (Figura 19-A) e os clones evidenciando diferentes padrfes foram
escolhidos para extracdo de pDNA. Para confirmar a presenca do fragmento de 813bp, o
pDNA extraido foi digerido com uma enzima de restricdo (Figura 19-B) e posteriormente

sequenciado comercialmente.
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-— — st —
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Figura 19. A - Padrdes de SSCP obtidos para clones do isolado A3, foram considerados padrdes diferentes: 2,
4,10 e 15. B — Exemplo da verificagdo do fragmento de 813 bp no plasmideo através do padréo de restricdo
com uma endonuclase, previamente a sequenciacdo (Gel de agarose 1% em TAE 1x, corado em brometo de
etideo).

As sequéncias obtidas foram tratadas e alinhadas com sequéncias homdlogas disponiveis em
GenBank. A partir do alinhamento das sequéncias nucleotidicas e das sequéncias de
aminoéacidos deduzidas a partir das anteriores, construiram-se 0s respetivos dendrogramas
(Figuras 20 e 21).

Verificou-se que as variantes dos isolados portugueses tendem, de um modo geral, a agrupar-
se consoante o isolado de origem. As excecdo sdo as variantes do isolado A3 que se agrupam
com a variante de Syrah. No dendrograma baseado nas sequéncias de nucleétidos, as
variantes de 9506243 e 950629 encontram-se agrupadas, enquanto no dendrograma
construido com base nas sequéncias de aminoacidos as variantes de 950629 formam um
grupo e as variantes de 9596293 se encontram isoladas, facto resultante da existéncia de
substitui¢des ndo sinonimas. No dendrograma da figura 21, as variantes do isolado 19340203
agrupam-se com a do isolado GHu séo as unicas que formam um grupo com um isolado de

outro pais, GHu.

Embora no dendrograma da figura 20 as sequéncias de GDefV e ArMV sejam as mais

divergentes, 0 mesmo ndo acontece no dendrograma da figura 21.
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A divergéncia evolutiva média entre pares de sequéncias, considerando o total das 47
sequéncias foi de 0.111+0.003 (Tabela XI). Este valor ndo foi significativamente superior
ao encontrado para o grupo de 39 sequéncias das variantes portuguesas (0.105+0.004), e a
contagem de locais polimorficos (S) foi de 321 e 278 respetivamente. Os polimorfismos
detetados nesta regido do genoma foram avaliados através do teste estatistico Tajima D.
Valores de estatistica D negativos foram encontrados considerando o grupo com o total das
47 variantes da RdRp (Tabela XI) e das 8 variantes obtidas de GenBank. O grupo das
variantes portuguesas apresentou um valor positivo de estatistica D. No entanto nenhum dos

valores se desviou significativamente de zero (P>0.1).
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JX513894 GFLV is. GFV 3138-01 RNA1
Syrah-14 GFLV RdRp
Syrah-10 GFLV RdRp
59 Syrah-9 GFLV RdRp
—1__ Syrah-13 GFLV RdRp
19340203-7 GFLV RdRp
19340203-2 GFLV RdRp
19340203-3 GFLV RdRp
GQ332373 GFLV is. WAPN6132 RNA1L
NC 017939 GDefV RNA1
NC 006057 ArMV RNA 1

52

77

93

99

73

99

100

60

87

100

99

100

88

100

Figura 20. Dendrograma construido com base nas sequéncias de nucle6tidos da RNA polimerase RNA-
dependente utilizando o método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 50% de valor de bootstrap
foram colapsados. As sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de
acesso.
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950624(3)-4 GFLV RdRp
950624(3)-9 GFLV RdRp
950624(3)-16 GFLV RARp
950624(3)-1 GFLV RdRp
950624(3)-3 GFLV RdRp
950629(3)-8 GFLV RdRp
950629(3)-1 GFLV RdRp
950629(3)-6 GFLV RdRp
950629(3)-2 GFLV RdRp
950629(3)-5 GFLV RdRp

93— BP5-2 GFLV RdRp
L BP5-6GFLVRARp

BP5-1 GFLV RdRp
BP5-12 GFLV RdRp

66 BP5-3 GFLV RdRp
— BP5-4 GFLV RdRp
GQ332373 GFLV is. WAPN6132 RNA1
950409(01)-4 GFLV RdRp
950409(01)-13 GFLV RdRp
950409(01)-5 GFLV RdRp
950409(01)-12 GFLV RdRp

88 A3-10 GFLV RdRp

Y e IR A3-15 GFLV RdRp
Syrah-7 GFLV RdRp
JN391442 GFLV is. GHu RNA1
19340203-7 GFLV RdRp
19340203-2 GFLV RdRp
19340203-3 GFLV RdRp
97— KC900162 GFLV is. SACH44 RNA1
L JF968120 GFLV is. SAPCS3 RNA1
NC 017939 GDefV RNA1L
B1-4 GFLV RdRp
B1-2 GFLV RdRp
9 —— B1-9 GFLV RdRp
B1-11 GFLV RdRp
B1-5 GFLV RdRp
B1-10 GFLV RdRp
Syrah-14 GFLV RdRp
Syrah-9 GFLV RdRp

52 Syrah-10 GFLV RdRp
— Syrah-13 GFLV RdRp
NC 003615 GFLV RNA 1
GQ332372 GFLV is. WAPN173 RNAL
JX513889 GFLV is. GFV 1050-02 RNA1
JX513894 GFLV is. GFV 3138-01 RNA1
110303(2)-6 GFLV RdRp

97— A3-2 GFLV RdRp
L A3-4GFLVRdRp

NC 006057 ArMV RNA 1

57

98

60

99

64

50

99

92

60

Figura 21. Dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoacidos da RNA polimerase RNA-
dependente utilizando o método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 50% de valor de bootstrap
foram colapsados. As sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de
acesso.
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4.3.5 Detecdo de recombinacéo em variantes de GFLV

As sequéncias de cada regido gendmica caracterizada anteriormente foram analisadas com
0s métodos implementados no programa RDP4 para verificacdo da existéncia de eventos de
recombinacdo. Na tabela XIII estd apresentado um resumo dos eventos encontrados nas
regides codantes respetivamente da HP e da MP para variantes de GFLV, por pelo menos
quatro dos métodos implementados por RDP4. Nenhum evento de recombinacdo foi
encontrado na regido codante da CP ou da RdRp que tivesse 0 mesmo nivel de suporte
estatistico.

Na regido codante da HP as variantes portuguesas 1103032-8 e 1103032-11 mostraram
evidéncia de recombinacdo entre as variantes 193302043-1 e GQ332368, e as variantes
GQ332366, JX5513890, JX5513895 e JX5513890 sugerem ser resultado da recombinacgao
envolvendo respetivamente as variantes portuguesas 9504091-1, 9506243-3 e 193302043-1

nos dois ultimos casos.

Na regido codante da MP foi encontrado sinal de recombinacdo nas variantes portuguesas
B1-4, A3-1, A3-3, SYRAH-7 e BP5-2. As variantes recombinadas em cada evento estéo
referidas na tabela XIII, sendo que o evento mais frequente envolve a variante 193302043-
1.
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Tabela XIII. Eventos putativos de recombinacdo intragénica® em variantes de diferentes genes codificados no RNA1 ou no RNA2 de Grapevine fanleaf virus.

HPP
Evento® Variante Variantes da Método (Av. P-val.)!
Breakpoint Recombinante
recombinacgéo
# Inicio  Fim Major Minor R G B M C S 3Seq
1 18 255 GQ332366 9504091-1 U(GHu) 8.923x10°  1.108x10%  1.841x10"  1.197x10 3.437x10°%° 3.742x10°Y 3.898x10°%°
(86.1%) o8 o7
2 267 312 JX5513890 JX5513895 U(9506243-3) 1.61%71x10' 3.63017x10' - 6.264x10° 1.658x10 - 9.139x10%
(97.3%) -
3 427 702 JX5513895 U(193302043- GQ332368 - - 3.72092x10' 1.040x10% 1.129x10% 1.004x10% 2.996x10%
Y (90.6%)
427 702 JX5513890 U(193302043- GQ332368 - - 3.72092x10' 1.040x10% 1.129x10% 1.004x10% 2.996x10%
Y (88.6%)
427 702 1103032-8 193302043-1 GQ332368 - - 3.72(?2x10' 1.040x10% 1.129x10 1.004x10% 2.996x10%
(89.8%) (93.2%)
427 702 1103032-11 193302043-1 GQ332368 - - 3.72092x10' 1.040x10% 1.129x10% 1.004x10% 2.996x10%
(93.2%) (93.2%)
MPp°
2 258 478 B1-4 U(1103032- 9504091-1 2.61093x10' 2.500x10% 2.500§x10‘ 2.148x10% 1.2 62x10°% 8.703x10°% 1.605x10%
) (68%)
365 511 A3-1 U(1103032- 9504091-1 2.61093x10' 2.500x10% 2.506’35x10' 2.148x10% 1.2 62x10°% 8.703x10°% 1.605x10%
) (89.8%)
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5 58 125 A3-3 9506243-16 GHu 1.168x10"  3.736x10%  9.616x10° - - - 4.687x10%

03 03
(90%) (89.7%)
59 150 A3-1 9506243-16 GHu 1.168x10°  3.736x10%%  9.616x10° - - - 4.687x10°%
03 03
(90.3%) (68%)
6 245 363 NC003623 193302043-2 BP5-2 (95.8%) 3.202x10°  4.175x10%%  3.240x10-  3.357x10% 2.130x10%* - 8.691x10%
(F13) 04 04
(98.7%)
9 U 625 JX513895 GQ332366 U(193302043- - 5.095x10% - 4.773x10 6.390x10% - 9.9891x10™*
1
(89.6%)
U 625 Jx513890 GQ332366 U(193302043- - 5.095x10% - 4.773x10* 6.390x10% - 9.9891x10™*
1
(90.3%)
U 598 SYRAH-7 U( 193302043-1 - 5.095x10% - 4.773x10* 6.390x10% - 9.9891x10*
GQ332366)
(33.3%)
U 647 BP5-2 U( 193302043-1 - 5.095x10% - 4.773x10™ 6.390x10°%? - 9.9891x10™
GQ332366)
(90.9%)

2 Séo indicados somente os eventos suportados pelo menos por quatro dos diferentes métodos implementados no software RD4. O valor de probabilidade de cada método € mostrado. A
numeracao nucleotidica dos breakpoints corresponde a posi¢des nos respetivos alinhamentos de sequéncias.

b HP — sequéncia codante completa da homing protein
¢ MP — sequéncia codante completa da proteina do movimento
4 R: RDP; G: Geneconv; B: Bootscan; M: MaxChi C: Chimaera; S: SiScan

U-indeterminado
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4.3.6 Pressoes seletivas nas diferentes regides codantes

Cada conjunto de variantes de em cada regido codante do GFLV (genes da HP, MP, CP e
RdRp), foi analisado com a ajuda do web interface Datamonkey. Os métodos implementados
nesta ferramenta tém em conta os sinais de recombinacdo detetados nas variantes e 0S
dendrogramas construidos para cada regido foram usados para calcular os valores de dN/dS
especificos de cada gene, que estdo indicados na tabela XIV. Os métodos de calculo
disponiveis ndo usam apenas os polimorfismos para inferir a pressdo seletiva, como o teste
estatistico Tajima D, mas sim a razdo entre substitui¢cGes sindénimas e ndo sinébnimas em cada
regido analisada. Um valor de dN/dS <1 é interpretado como indicando selec¢éo negativa ou
purificante, valores de dN/dS =1 sugerem selecdo neutra e valores de dN/dS >1 indicam

selecdo positiva.

Verifica-se que as trés regides codantes que integram 0 RNA2 estdo sob selecédo purificante
(Tabela XIV), embora seja na regido codante da RdRp (RNA1) analisada neste trabalho que

a selecéo purificante seja mais forte.
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Tabela X1V. Avaliagdo das pressfes de selecdo atuantes em diferentes genes codificados no RNAL ou no RNA2 de Grapevine fanleaf virus.

Ne° de Regido codante dN/dS Pressdo de Selegéo?
Sequéncias
Log(L) Média Positiva Negativa Neutra

N % N % N %
35 HP (264 coddes) -5382.73  0.257 7 2.7 107 40.5 150 56.8
35 MP (349 coddes) -8095.67  0.124 1 0.3 200 57.3 148 42.4
49 CP (505 coddes) -11463.9  0.105 1 0.2 292 57.8 212 42
45 RdRp (272 coddes) -5016.88  0.077 2 0.7 172 63.3 98 36

Os valores médios de dN/dS <1 indicam selegéo negativa ou purificante; dN/dS =1 sugerem selegdo neutra; dN/dS >1 indicam selecéo positiva

HP — homing protein; MP —proteina do movimento ; CP — proteina da capside; RdRp — RNA polimerase RNA-dependente

2 Locais positivamente ou negativamente selecionados foram identificados pelo menos por um dos trés métodos de detegéo disponiveis no site Datamonkey: single likelihood ancestor
counting (SLAC), fixed effects likelihood (FEL) e internal fixed effects likelihood (IFEL). SLAC é um método de contagem, enquanto que os outros dois métodos sdo métodos de

probabilidade.
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4.4 Detecdo e caracterizacdo da variabilidade do RNA satélite nos isolados portugueses

Usando primers descritos na literatura, os isolados portugueses (tabela XV) foram testados
para a presenca de RNA satélite por RT-PCR. Dos 5 pares testados, foram obtidas
amplificagdes com NepSatF+NepSatR e GFLV satRNA 174F + GFLV satRNA RACE GSP4
(Figura 22-A). Os produtos de PCR foram ligados ao plasmideo e a ligacao foi usada para
transformar células competentes. As coldnias foram analisadas por PCR para confirmar a

presenca do fragmento de interesse (Figura 22-B).

Tabela XV. Isolados portugueses usados na
andlise filogenética do satRNA.

Nome Espécie/Casta

Bl Cabernet Sauvignon

Syrah Syrah

UVAMESA Uva de mesa

19330204 Moscatel de Azeitéo

19350106 Uva de mesa

41404(4) Donago

41701(3) Tinta de Porto Santo

51103(3) Ricoca

6230401 Cabernet Sauvignon

6230403 Cabernet Sauvignon

6230304 Cabernet Sauvignon

6230404 Cabernet Sauvignon
A ® NepSatF+NepSatR

M 12345678 M9 10111213141516 M

GFLV satRNA 174F +
GFLV satRNA RACE GSP4 NepSatF+NepSatR

GFLV satRNA 174F + GFLV satRNA RACE GSP4
M 12345678 M910111213141516 C-

1000bp 5

500bp >

Figura 22. A — Exemplo de verificacdo de detecdo por PCR de RNA satélite com dois pares de primers (gel de
agarose 1,5% em TAE 1x, corado com brometo de etideo) B — Exemplo da verificacdo da presenca do
fragmento inserido no plasmideo para colénias amplificadas com NepSatF+NepSatR e col6nias amplificadas
com GFLV satRNA 174F + GFLV satRNA RACE GSP4 (gel de agarose 1,5% em TAE 1x, corado com
Greensafe); C-: controlo negativo; M: marcador de peso molecular 100bp plus.
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Os produtos de PCR de pelo menos 16 clones positivos por amostra foram analisados através
de SSCP (Figura 23-A) e os clones com diferentes padrdes foram escolhidos para extracao
de pDNA. O DNA plasmidico extraido foi digerido com uma enzima de restricdo para
confirmar se o plasmideo continha o fragmento de interesse (Figura 23-B) e, posteriormente,

foi sequenciado.

A B GFLV satRNA 174F +
NepSatF+NepSatR GFLV satRNA RACE GSP4

6230401

8 1112 1314 15

1000bp —»

- : 500bp __,

Figura 23. Padrdes de SSCP obtidos para o isolado 6230401, foram considerados padrdes diferentes: 5, 6, 7,
12, 13, 14 e 15. B — Exemplo da verifica¢do da presenga dos fragmentos correspondentes & amplificagdo com
NEpSatF+NepSatR e GFLV satRNA 174F+GFLV satRNA RACE GSP4 nos plasmideos, previamente a
sequenciacao (gel de agarose 1% em TAE 1x, corado em brometo de etideo) M: marcador de peso molecular
100bp plus.

A partir das sequéncias obtidas para doze isolados e de sequéncias depositadas na base de
dados GenBank, incluindo variantes de RNA satélite de GFLV e ArMV, foram construidos
alinhamentos. Tendo como base os alinhamentos das sequéncias nucleotidicas e das
sequéncias de aminoacidos deduzidas das anteriores, foram produzidos os respetivos
dendrogramas (Figuras 24 e 25). No primeiro caso as variantes de RNA satélie agrupam-se
em trés filogrupos (GI, Gll e GllI) com elevado valor de bootstraps, respetivamente de 98%,
95% e 99%. Em todos os grupos podem ser encontradas variantes dos isolados portugueses,
com especial incidéncia no grupo 1l em que a Unica variante obtida de GenBank corresponde
a variante presente no isolado F13. Neste grupo ndo foram encontradas variantes obtidas de
isolados de ArMV.

No caso do dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoacidos as relacdes

filogenéticas entre as variantes que constituem o GI ndo aparecem téo resolvidas. No entanto
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a composicao dos grupos Gll e GlIl é mantida com valores de bootstrap de 89% e 99%

respetivamente.

Verifica-se que as variantes de RNA satélite ndo se agrupam filogeneticamente de acordo

com 0 Vvirus a que estdo associados.

A divergéncia evolutiva média entre pares de sequéncias, considerando o total das 64
sequéncias foi de 0.157+0.012 (Tabela XVI). Este valor ndo foi significativamente superior
ao encontrado para o grupo de 55 sequéncias das variantes portuguesas (0.130+0.013), mas
verifica-se uma grande diferenca na contagem de locais polimdrficos (S), respetivamente
355 e 658.

Em relacdo aos grupos filogenéticos considerados para as variantes do RNA satélite, o grupo
I11 apresenta a maior divergéncia evolutiva média entre pares de sequéncias (0.059+0.012),
seguido do grupo | (0.041+0.013) e do grupo 11 (0.033+£0.010). Verifica-se que estes valores
de divergéncia ndo estdo diretamente relacionados nem com o numero de sequéncias em

cada grupo nem com os respetivos valores de S (Tabela XVI).

Tabela XVI. Avaliacdo da divergéncia evolutiva média intragrupo (d) entre pares de sequéncias de RNA
satélite de Nepovirus.

Gropos e varianest varines 0 S Tejims D
RNAsat

a 64 0.157+0.012 0.992 355 -0.44305; P>0.1

b 10 0.210+0.020 1.000 487 -0.35735; P>0.1

c 55 0.130+0.013 0.989 658 -0.97897; P>0.1
GRI 38 0.041+0.013 0.986 196 -1.95872; P<0.05*
GRII 15 0.033+0.010 1.000 97 -1.35476; P>0.1
GRIII 11 0.059+0.012 1.000 154 0.04173; P>0.1

Os filogrupos indicados sao os definidos na figura 24.

a- Grupo de variantes inclui as sequéncias deste trabalho e as sequéncias homdlogas obtidas de GenBank

b- Grupo de variantes inclui as sequéncias homoélogas obtidas de GenBank

¢- Grupo de variantes inclui as sequéncias deste trabalho

H- Diversidade haplotipica

S- Ndmero de locais polimérficos (segregantes)

Tajima D — O valor de D do teste Tajima indica uma medida do afastamento da neutralidade para todas as mutagdes na regido genémica
considerada. O teste é baseado nas diferencas entre o nimero de locais polimérficos (segregantes) e o nimero médio de diferencas
nucleotidicas.
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Os polimorfismos detetados nas variantes nucleotidicas do RNA satélite foram avaliados
através do teste estatistico Tajima D. Um valor de estatistica D negativo foi encontrado para

o grupo | (Tabela XV1), que se desvia significativamente (P<0.05*) do zero.

Na tabela XV 11 estdo indicados os valores de divergéncia evolutiva média entre os filogrupos
considerados para as variantes do RNA satélite. VVerifica-se que estes valores, para cada par
comparado, séo superiores aos de divergéncia dentro de cada grupo.

Tabela XVII. Avaliacdo da divergéncia evolutiva média entre os grupos
filogenéticos determinados para as variantes nucleotidicas do RNA
satélite de Nepovirus.

Filogrupo? I I I
GRI -

GRII 0.212 £0.019 -

GRII 0.258 £0.024 0.247+0.038 -

2 Os filogrupos indicados s&o os definidos na figura 24
Sdo indicados os valores médios + desvio padréo.

Né&o foi encontrada nenhuma evidéncia de recombinacdo entre variantes de RNA satélite
pelos modelos implementados em RDP4. O valor de dN/dS encontrado, considerando as 64
sequéncias foi de 0.512 (Log(L) =-6414.06).

Estes resultados expandem o conhecimento sobre a variabilidade e incidéncia de RNA
satélite em isolados de GFLV. Apesar da pesquisa feita em diferentes bases de dados de
motivos proteicos e dominios funcionais ndo foi possivel encontrar informacédo que permita

especular da funcdo ou fungdes da proteina codificada no RNA satélite.
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6230404-4
6230404-15
6230404-7
19330204-7
6230404-5
19330204-31
6230404-8
1933020426
19330204-22
19330204-8
6230304-17
19330204-21
19330204-20
19330204-11
6230404-16
51103(3)-21
51013(3)-2
51103(3)-32
51103(3)-23
51103(3)-15
41404(4)-3
6230403-13
6230401-11
6230401-2
51103(3)-6
6230401-8
6230401-3
51103(3)-5
51103(3)-27
6230401-12
51103(3)-30
6230401-1

L 51103(3)-13

19350106-1

KC900164 GFLV is. SACH44 satRNA
NC 003523 ArMV large satRNA
DQ187319 ArMV is. P119 satRNA
DQ187318 ArMV is. P116 satRNA
NC 003203 GFLV satRNA

B1-1

B1-10

B1-7

B1-3

B1-8

B1-4

Syrah-15

UM-12

UM-1

Syrah-5

Syrah-10

UM-7

Syrah-13

UMm-4

KC162000 GFLV satRNA strain R2
KC161999 GFLV satRNA strain R6
DQ187316 ArMV is. J86 satRNA
DQ187317 ArMV is. NW satRNA
41701(3)-1

41701(3)-29

41701(3)-5

41701(3)-26

41701(3)-27

41701(3)-32

41701(3)-22

GRI

GR1II

GRIII

Figura 24. Dendrograma construido com base nas sequéncias de nucleétidos do RNA satélite utilizando o
método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 75% de valor de bootstrap foram colapsados. As
sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.
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e DQ187318 ArMV is. P116 satRNA
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NC 003523 ArMV large satRNA

99

99 |

NC 003203 GFLV satRNA
B1-1

B1-10

B1-7

B1-4

61 B1-3
—1__ e
Syrah-15
Syrah-5
UM-12
UM-1

70

Syrah-10

Syrah-13

UM-4

UM-7

KC900164 GFLV is. SACH44 satRNA

99

99

s DQ187317 ArMV is. NW satRNA
DQ187316 ArMV is. J86 satRNA

98 |

54

96 KC162000 GFLV satRNA strain R2

—1 KC161999 GFLV satRNA strain R6
41701(3)-29

41701(

3
41701(3

)1

I — )-5
_52: 41701(3)-32
41701(3)-22
)-27
)-26

41701(3

Figura 25. Dendrograma construido com base nas sequéncias de aminoacidos do RNA satélite utilizando o
método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 50% de valor de bootstrap foram colapsados. As
sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.
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4.5 Determinante da sintomatologia: HP?

A “homing protein”, devido a sua maior variabilidade genética em relagdo a outros locais do
genoma, tem vindo a ser apontada como responsavel pelos sintomas evidenciados em
videiras infetadas (Krake, et al., 1999). Recentemente, Elbeaino et al. (2014) sugeriram que
uma regido especifica da HP, nomeadamente a regido 5° que abrange os primeiros 469 nt
desta proteina, seria 0 determinante diferenciador da sintomatologia entre clorose e
malformacdo infeciosa. Com o intuito de verificar se a validade daquela sugestdo em
isolados portugueses cujos sintomas estdo bem documentados (tabela XVIII) foram
escolhidas amostras cujos hospedeiros apresentam sintomas mistos de clorose e
malformacao, e isolados cujo hospedeiro ndo apresenta sintomas de clorose.

Tabela XVIII. Isolados portugueses e respetivos sintomas.

Nome Espécie/Casta Sintomas

A3 Touriga Nacional Clorose e malformacéo

Bl Cabernet Sauvignon Clorose e malformacéo

BP5 Vitis vinifera casta n.c. Algum mosaico, sem clorose clara

Syrah Syrah Clorose e malformacéo

UVAMESA Uva de mesa Malformacéo sem clorose

110303(2)  Vitis vinifera ssp. sylvestris ~ Ananicada, seio peciolar muito aberto, sem clorose
19330204  Moscatel de Azeitdo Malformacéo, mosaico, sem clorose

19340203 Moscatel Rosado Malformacg&o, mosaico, sem clorose

950409(01) Siria
950624(3)  Siria
950629(3)  Siria

Clorose e malformacédo, sem assimetria foliar, folha
mais curta em forma de leque

n.c. —ndo conhecida

As sequéncias dos isolados portugueses para a regidao 5’ da HP foram alinhadas com as
sequéncias de todos os isolados utilizados por Elbeaino et al. (2014). A partir do alinhamento
das sequéncias em nucleotidos e das sequéncias de aminoacidos deduzidas das anteriores,
foram construidos os respetivos dendrogramas. Segundo a analise filogenética realizada por
aqueles autores, o dendrograma construido com base no alinhamento das sequéncias em
aminoéacidos divide-se em quatro grupos. Trés desses grupos contém os isolados cuja planta
hospedeira revela sintomas de clorose infeciosa e o grupo restante contem todos os isolados
provenientes de plantas com sintomas de malformacéo. O que se verifica no dendrograma

construido a partir do alinhamento das sequéncias nucleotidicas (Figura 26) e de
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aminoacidos (Figura 27) dos isolados portugueses e dos isolados daquele trabalho €, em
primeiro lugar, o facto de o dendrograma mostrar trés grupos principais, e ndo quatro como
havia sido discutido por Elbeaino et al. (2014). Verifica-se também que nenhuma das
variantes portuguesas, independentemente dos sintomas, se encontra no grupo dos isolados
cujas plantas hospedeiras séo indicadas por aqueles autores como possuindo malformagdes.
Mesmo as variantes de isolados cujos sintomas ndo incluem clorose, como é o caso dos
isolados 1103032, 19340203, UvaMesa, 193302043 e BP5, se encontram agrupadas
préximo das variantes dos outros isolados portugueses. Nao se observa assim agrupamento
das variantes em relagdo com os sintomas dos isolados mas sim, no caso das variantes

portuguesas, grupos formados pelas variantes de cada isolado.
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Figura 26. Dendrograma construido com base nas sequéncias de nucleétidos da “homing protein” utilizando o
método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 75% de valor de bootstrap foram colapsados. As
sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso. Sdo mostrados 0s
sintomas de 9 das 11 plantas de onde se obtiveram os isolados deste trabalho.
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Figura 27. Dendrograma construido com base em sequéncias parciais de aminoacidos da “homing protein”
utilizando o método de Maximum-Likelihood. Ramos com menos de 75% de valor de bootstrap foram
colapsados. As sequéncias retiradas de GenBank encontram-se identificadas pelo nome e nimero de acesso.

63



5. DISCUSSAO

Neste trabalho, a partir de um isolado positivo para ArMV por testes de DAS-ELISA e do
qual ja havia uma sequéncia parcial da proteina da capside, foi possivel obter fragmentos
parciais da proteina RdRp de ArMV e GFLV. A obtengdo destas evidéncias moleculares
confirmou a presenca de um virus dado como ndo existindo em Portugal até ha pouco tempo,
Arabis mosaic virus. E confirmou, também, a existéncia de infecdes mistas nos isolados
portugueses, com presenca de ArMV e GFLV. Para este isolado, também foi possivel obter
sequéncias parciais do RNA satélite. Estas moléculas encontra-se associadas a alguns
isolados de ArMV (Wetzel et al., 2006; Liu et al., 1990) e GFLV (Gottula et al., 2013;
Lamprecht et al., 2013; Fuchs et al., 1989) e a sua distribuicdo filogenética ndo esta
relacionada com o respetivo virus nem com a localizacdo geogréafica do isolado de origem
(Lamprecht et al. 2013).

Virus de RNA que infetam culturas perenes, em particular o GFLV, possuem um grande
potencial para variacdo genética, uma vez que infetam o seu hospedeiro durante longos
periodos de tempo e a RNA polimerase RNA-dependente que codificam ndo possui
atividade de proofreading (Vigne et al., 2004) fazendo com que se existam, assim, um
conjunto de variantes geneticamente relacionadas a que se chama “quasispecies” (Naraghi-
Arani et al., 2001). Os processos de recombinacdo de RNA sdo, também, um dos
mecanismos implicados no processo evolutivo dos virus de plantas e considerado frequente
no caso de GFLV e ArMV, com evidéncia de recombinacdo intra (Mekuria et al., 2009;
Pompe-Novak et al., 2007; Vigne et al., 2004) e interespecifica (Oliver et al., 2010; Jawhar
et al., 2009; Mekuria et al., 2009; Vigne et al., 2008). Alguns locais do genoma destes virus
estdo mais sujeitos a recombinacdo, € o caso da regido terminal 5° do RNA2 (Vigne et al.,
2008).

Na analise filogenética dos isolados portugueses, inferida com base nas sequéncias
nucleotidicas e de aminodacidos, verificou-se que, em geral, as variantes portuguesas sao
bastante homogéneas formando subgrupos consoante o isolado de origem. A exce¢édo é o
caso da proteina da capside, com base nas sequéncias nucleotidicas, cujo dendrograma se
divide em trés filogrupos contendo variantes virais divergentes. Estas inferéncias
filogenéticas sdo suportadas estatisticamente pelo baixo valor de dN/dS, o que revela uma
maior pressdo de selecdo purificante na proteina da cépside, e pelo facto de nao terem sidos
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detetados eventos de recombinagéo. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
outros autores (Oliver et al., 2010; Vigne et al., 2004) que afirmam que a proteina da capside
¢ a regido gendémica que possui uma maior estabilidade genética devido ao seu papel
fundamental na encapsidacdo dos RNA genomicos (Quacquarelli et al., 1976), progresséo
sistémica dos virus no hospedeiro (Callaway et al., 2001) e para o0 processo de transmisséo
de GFLYV pelos respetivos vetores nematodes (Marmonier et al., 2010; Schellenberger et al.,
2010; Andret-Link et al., 2004b). No entanto, existem, de facto, evidéncias que comprovam
a existéncia de variabilidade gendémica nesta proteina (Oliver et al., 2010), mas, esta
variabilidade sé deverd existir dentro de limites que produzem substitui¢ces sindnimas,
porque os aminoacidos esséncias para as funcbes da CP ndo sdo afetados (Vigne et al., 2004).
A segregacdo dos isolados em, pelo menos, 2 grupos de variantes para o gene da CP de
GFLYV ja foi reportada para isolados dos EUA (Oliver et al., 2010), da Franca (Vigne et al.,
2004, 2009), da Tunisia (Fattouch et al., 2005) e da Africa do Sul (Liebenberg et al., 2009).

No caso da “homing protein” ¢ da proteina do movimento, as variantes virais formam
subgrupos consoante o isolado de origem nas analises filogenéticas dos isolados portugueses
com base nas sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos. Nos trés genes que constituem o
RNAZ2, verificou-se que para a MP e HP, apesar de existir uma pressao de selecéo purificante
em todos, os valores de dN/dS séo mais elevados do que para a CP. Tal sugere que estes dois
genes estardo sujeitos a uma pressao de selecdo purificante menos intensa que a CP, uma
vez que as suas funcdes na progressdo do virus no hospedeiro e no transporte dos virus para
os locais de replicacdo, ndo sdo tdo importantes como a replicacdo do virus efetuada pela
proteina da capside e parecem ser condicionadas também pelo cultivar hospedeiro. Ao
contrario da CP, para estes genes foi possivel detetar varios eventos de recombinacéo.
Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores nos EUA (Mekuria et al., 2009),
na Tunisia (Boulila, 2007), na Eslovénia (Pompe-Novak et al., 2007) e na Franc¢a (Vigne et
al., 2004, 2005, 2008, 2009), nos quais foram detetados eventos de recombinacéo na HP e
MP.

Na analise filogenética da regido da RdRp dos isolados portugueses, inferida com base nas
sequéncias nucleotidicas e de aminodacidos, verificou-se que, em geral, as variantes formam
subgrupos consoante o isolado de origem. Pelo contrario, Oliver et al. (2010) referem uma
segregacdo das variantes em trés grupos filogenéticos. De todas as regides que foram

analisadas neste trabalho, a regido parcial da RdRp foi a que revelou uma pressao de selegédo
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purificante mais forte. O facto de esta regido revelar uma selecdo purificante mais intensa e
de ndo terem sido encontrados locais de recombinacdo, pode ser justificado por a regido
analisada neste trabalho incluir seis dos sete motivos tipicos da RARp descritos para virus de
plantas (Chisholm et al., 2007) e devido ao seu papel fundamental na replicacdo do virus
(Ritzenthaler et al., 1991).

As sequéncias homdlogas de ArMV e GDefV foram incluidas nas andlises filogenéticas com
0 objectivo de incluir um outgroup. No entanto, verificou-se que, para o caso da HP,
NC017938 GDefV se encontra agrupada com um isolado de GFLV de outros autores e ArMV
agrupa-se com o isolado GHu de GFLV. No caso da MP, ArMV continua a agrupar-se com
GHu de GFLV e GDefV ou se encontra isolado ou se agrupa com as anteriores. No
dendrograma da RdRp GDefV e ArMV encontram-se isolados sem formarem um outgroup.
Sé na CP se verifica a existéncia dum grupo mais afastado, que podera funcionar como
outgroup, contendo a sequéncias do ArMV e do GDefV. Estes resultados sugerem uma
grande proximidade entre ArMV e GFLV, que nédo é tdo 6bvia quando é somente tida em
conta a regido codante da CP, e que a inferéncia das relacdes filogenéticas e mecanismos
moleculares de divergéncia entre espécies virais proximas ndo podem ser avaliados apenas

com base numa regido genémica.

Associado a alguns isolados de ArMV (Wetzel et al., 2006; Liu et al., 1990) e GFLV (Gottula
et al., 2013; Lamprecht et al., 2013; Fuchs et al., 1989) foram detetadas moléculas de RNA
satélite do tipo B. Na analise filogenética para a regido do satRNA dos isolados portugueses,
com base nas sequéncias nucleotidicas, as variantes de satRNA segregam-se em trés grupos
filogenéticos, adicionando um novo grupo aos dois que ja havia sido reportado anteriormente
por Lamprecht et al. (2013). Também de acordo com estes autores, e segundo o que se
verificou nos dendrogramas produzidos a partir das sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos deduzida a partir das anteriores neste trabalho, existe uma separacao de isolados
de satRNA que nédo se agrupam consoante 0 virus a que estdo associados, nem consoante a
origem geografica do isolado. De facto, um dos grupos contém o isolado sul-africano GLFV-
SACH44, ArMV-P116 e ArMV-P119 de origem desconhecida, o isolado ArMV large
satellite (lilac) do Reino Unido e GFLV F13 de origem francesa, enquanto no outro grupo
se encontram o isolado alemdo ArMV-NW, ArMV-J86 de origem desconhecida e GFLV -
R2 e GFLV -R6 dos Estados Unidos da América. A analise das pressdes de selecdo atuantes
no gene do RNA satélite revelou o maior valor de dN/dS de todas as regifes analisadas neste

trabalho sem, no entanto, ser possivel detetar eventos de recombinacéo. A funcgéo da proteina
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codificada pelo satRNA ndo ¢é conhecida e ap6s uma extensa pesquisa em diferentes bases
de dados de motivos proteicos e dominios funcionais, ndo foram encontradas informacdes

que permitam determinar a(s) sua(s) funcéo(des).

A “homing protein” tem vindo a ser apontada como responsavel pelos sintomas evidenciados
em videiras infetadas devido a sua maior variabilidade genética em relagdo a outros locais
do genoma (Krake, et al., 1999). Recentemente foi sugerido um segmento da RdRp,
localizado a jusante dos dominios tipicos desta proteina descritos para virus de plantas
(Chisholm et al., 2007), como possuindo os determinantes de sintomatologia, Naquele
trabalho, realizado em N. benthamiana e N. clevelandii, foi sugerido que a variabilidade
naquela regido codante, entre os isolados F13 e GHu, seria determinante da capacidade de
GHu desenvolver sintomas no hospedeiro herbaceo, o que nao acontece com o isolado F13.
Pelo contrario, Elbeaino et al. (2014) sugeriram que o determinante sintomatoldgico entre
estirpes causadoras de clorose e malformacdo infeciosa se localizava na regiao 5’ terminal
da HP. No presente estudo, verificou-se, a partir da analise filogenética daquela regido da
HP, que os isolados portugueses se agrupam consoante o isolado de origem e ndo consoante

os sintomas desenvolvidos pelos diferentes cultivares hospedeiros.
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6. CONCLUSOES

A presenca de Arabis mosaic virus foi confirmada molecularmente em Portugal a partir da
utilizacdo de dois pares de primers cujo alvo era a CP e a RdRp do RNA2 e RNAL,
respetivamente. Utilizando estes dois pares de primers, 0s (nicos que se mostraram capazes
de amplificar ArMV nos isolados portugueses, deveréo ser testados mais isolados de forma
a obter um maior nimero de sequéncias que permita a caracterizacdo deste virus e das suas

variantes em Portugal.

Na anélise filogenética dos isolados portugueses, inferida com base nas sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos da “homing protein”, da proteina do movimento e da RNA
polimerase RNA-dependente, verificou-se que, em geral, as variantes portuguesas sao
bastante homogéneas formando subgrupos consoante o isolado de origem. A excec¢do é a
proteina da cépside cuja analise filogenética com base nas sequéncias nucleotidicas revela
uma topologia constituida por trés filogrupos. A informacao obtida neste trabalho acerca da
diversidade genética de 11 isolados de Grapevine fanleaf virus, ao nivel da HP, MP, CP e
RdRp, permitiu aumentar o conhecimento sobre as variantes deste virus em Portugal. O
conhecimento da variabilidade genética permitira desenhar protocolos de detecdo e melhorar
as ferramentas de diagndstico molecular e seroldgico, de modo a implementar um protocolo

de detecdo robusto adequado ao esquema de certificacdo em vigor no pais.

A andlise filogenética dos isolados portugueses de RNA satélite revela uma topologia
constituida por trés filogrupos. Estes resultados expandem o conhecimento sobre a

incidéncia e variabilidade de satRNA em isolados de GFLV.
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