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RESUMO

O presente trabaho caracteriza o gene codificador da proteina
cgpsidia doisolado do Grapevinevirus A (GVA) encontrado no Estado
de S0 Paulo (GVA-SP). RNA tota foi extraido de folhas e peciolos
de plantas de videira (Vitis spp.) da variedade ‘ Kober 5BB’ e submetido
a RT-PCR usando oligonucleotideos desenhados para amplificar um
fragmento entre as posi¢des 6409 e 7175 do RNA do GVA (“ GenBank”,
acesso X75433). Foi obtido um fragmento de tamanho esperado (767
nt) que inclui o gene da proteina capsidial, codificando 198

aminoacidos. A sequéncia do GVA-SP apresentou similaridade de
nucleotideos e aminoécidos de, respectivamente, 86-92,3% e 94,5
98% com isolados do GVA daEuropa, Africae Japdo (Acessos X 75433,
AF441234, AF007415, AB039841) e daregido Sul do Brasil (Acesso
AF494187), sendo, entretanto, mais similar aos isolados africano e
italiano.

Palavras-chave adicionais: GVA, Vitivirus, Vitis spp., “Kober
stem grooving”, complexo do lenho rugoso, seqiienciamento, filogenia.

ABSTRACT

Characterization of the coat protein gene of Grapevine virus A
from K ober stem grooving-affected grapevinesin the Stateof S&o
Paulo, Brazil

We report the characterization of the coat protein gene of a
Brazilian isolate of Grapevine virus A (GVA-SP). Tota RNA was
extracted from leaves and petioles of GVA infected plants of the grape
(Vitis spp.) variety ‘Kober 5BB’ and subjected to RT-PCR using
primers designed to amplify a fragment between positions 6409 and

7175 of the GVA RNA (GenBank Accession X75433). A fragment of
the expected size (767 nt) was obtained which included the coat
protein gene coding for 198 amino acids. The GVA-SP sequence
displayed nucleotide and amino acid similarity of, respectively, 86-
92.3% and 94.5-98% with GVA isolates from Europe, Africa and
Japan (Accessions X 75433, AF441234, AF007415, AB039841) and
Southern Brazil (Accession AF494187). The highest identity,
however, was with the African and Italian isolates.

As viroses representam um dos mais importantes
problemas fitossanitérios da viticultura mundial, ocorrendo
em praticamente todas as regifes onde avideira (Vitisspp.) €
cultivada. De modo geral, essas doencas caracterizam-se por
induzir lenta e gradual degenerescéncia da planta, causando
constantes perdas na producdo de uva, que chegam a perdas
totais em variedades mais sensiveis (Amorim & Kuniyuki,
1997).

No Brasil, as principais viroses da videira ja foram
constatadas, tais como o enrolamento da folha (“grapevine
leafroll”, GLR), mosaico das nervuras (“grapevine fleck
disease”, GFKD), folhaem leque (“grapevine fanleaf”, GFL)
e o complexo do lenho rugoso (“grapevine rugose wood”,
GRW) (Amorim & Kuniyuki, 1997). O GRW é um termo
usado para designar um grupo de doencas caracterizadas por
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causar ateracdes no lenho de plantas af etadas de variedades
sensiveis. E constituido por, pelo menos, quatro doencas
diferentes: fendilhamento cortical (“grapevine corky bark”,
GCB), cascudo ou lenho estriado (* Rupestris stem pitting”,
RSP), acand adurado lenho de Kober (“Kober stem grooving”,
KSG) e acanaladura do lenho de LN-33 (“LN-33 stem
grooving”, LNSG) (Savinoet al ., 1989; Minafra, 2000), sendo
todas elas constatadas no Brasil (Kuniyuki, 1972; Amorim &
Kuniyuki, 1997; Kuniyuki et al., 2001; Kuhn et al.,2002).
Os sintomas gerais do complexo do lenho rugoso da
videiraconsistem em atraso nabrotacdo de primavera, reducéo
de vigor, baixa produgdo de uva, intumescéncia na regido
acima do ponto de enxertia e uma evidente diferenca nos
didmetros do lenho da copa e do porta-enxerto, casca espessa
e corticosa, com textura esponjosa e caneluras (“ pittings’) e/
ou acanaladuras (“groovings’) no lenho, que correspondem a
saliéncias na superficie cambial da casca. Essas alteragdes
ocorrem em variedades de copa, porta-enxerto ou ambos. A
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intensi dade desses sintomas, principal mente no lenho, parece
depender da combinacdo copa/porta-enxerto. Ndo existem
sintomas especificos nasfol has, mas, em algumas variedades,
elastornam-se avermel hadas ou amareladas e com enrolamento
dos bordos foliares. Algumas variedades mais sensiveis
apresentam declinio e morte, depois de poucos anos apds o
plantio. M uitas variedades produtoras de uvae de porta-enxerto
apresentam infecgéo latente dos agentes causais do complexo.
As doencas que comp8em o complexo do lenho rugoso néo
podem ser facilmente di stinguidas no campo, devido aauséncia
de sintomas especificos. A identificacdo das doencas é feita
usando trés indicadoras diferenciais, que sdo Kober 5BB,
LN-33 e V. rupestris (Amorim & Kuniyuki, 1997).

O “Kober stemgrooving” (KSG) éidentificado apenas
com base nos sintomas de acanaladuras ou sulcos longos no
lenho de plantas afetadas da videira indicadora K ober 5BB,
ndo apresentando sintomasem V. rupestriseem LN-33. OKSG
€ atribuido ao virus A da videira (Grapevine virus A, GVA)
(Garau et al., 1994; Choueiri et al., 1997). No Brasil, adoenca
foi constatada, pela primeira vez, em 1992, em plantas com
decliniode‘ NiagaraRosada’ em Jundiai, SP (Kuniyuki & Costa,
1992) e, mais recentemente, a associagdo do GVA com
doenca foi reforcada pelo teste de ELISA (Kuniyuki et al,
2001).

O GVA, espécietipo do géneroMtivirus (Martelli et al .,
1997), apresenta particul as filamentosas de aproximadamente
800 nm de comprimento e genoma constituido por uma
molécula de RNA de fita Unica e polaridade positiva com 5
“open reading frames’ (ORF) (Minafraet al., 1994). O virus
tem a videira como Unica hospedeira natural, estando restrito
ao floema desta. E perpetuado principalmente através de
multiplicag@o vegetativa, por estaguia ou unido de tecidos e
transmitido natural mente por espéciesde cochonilhas brancas
(Pseudococcus e Planococcus). Pode ser transmitido mecani-
camente, com grande dificuldade, para algumas espécies de
Nicotiana (Martelli et al., 1997).

No presente trabalho, descreve-se a caracterizacdo do
gene codificador daproteinacapsidial de umisolado do GVA
encontrado no Estado de S&o Paulo (GV A-SP). Esseisolado
foi inicialmente obtido de uma plantadavariedade Niagara
Rosada daregido de Jundiai, SP (Kuniyuki & Costa, 1992)
e que, por ter induzido sintomas caracteristicos do KSG
em ‘Kober 5BB’, vem sendo mantido nesse porta-enxerto
indicador, em canteiro, no Instituto Agrondmico de
Campinas.

A extracdo de RNA totais foi feita a partir do porta-
enxerto ‘Kober 5BB’ (V. berlandieri x V. riparia), infetado
pelo GVA e com sintomas de acanalamento do lenho,
utilizando-se 0 método de MacKenzie et al. (1997). Em
linhas gerais, amostras de tecido (1g de nervuras e peciol 0s)
foram congeladas com N, liquido, trituradas a po e extraidas
com 5,0 ml de tampéo (guanidina 4 M, acetato de sddio
0,2 M pH 5,0, EDTA 25 mM e PVP-40 2,5%), 0,5 ml de
Sarcosil 20% e 0,05 ml de 2?-Mercaptoetanol. A mistura
foi aquecida a 70 °C por 10 min, resfriada a temperatura
ambiente e aplicada a coluna do “RNeasy Plant Mini Kit”
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conforme especificacdo do fabricante (Qiagen).

Para a sintese de DNA complementar (cDNA) foram
utilizados os oligonucleotideos CN47, CN54 e CN55,
contendo 21 timinas antecedidas, respectivamente, por A, C
ou G (Pappu et al., 1993) complementares a cauda poliade-
niladadaregido 3' terminal do RNA viral. Nareagéo (207?1),
inicialmentefoi feitaa desnaturagdo do RNA total (200 ng) e
dos oligonucleatideos (10 ?g/ml cada) por aquecimento a 95
°C por 5 min e posterior resfriamento em gelo/alcool. Em
seguida, foram adicionados os demais componentes. tamp&o
(Tris-HCI 50 mM pH 8,3 eKCI 5mM), DTT 10 mM, MgCl,
3mM, 0,2 mM de cadadNTP (dCTR, dGTP, dATP e dTTP),
umaunidade deinibidor de RNAse e 200 unid. detranscriptase
reversa (Superscript 1| RNAse H; Gibco-BRL). A misturafoi
incubada a 42 °C por 2 h.

Com base na sequiéncia do isolado italiano do GVA
(Minafraet al., 1994), dois pares de oligonucl ectideos foram
desenhados utilizando os programas Primer-3 e Oligo-4.
Juntos, estes dois pares incluem todo o gene codificador da
proteina capsidial (597 nucleotideos). O par denominado
GVA1 amplificauma seqiiéncia de 430 nucl eotideos (nt 6409
a0 6839) (sense: 5 GACAAATGGCACACTAGG 3, anti-
sense: 5 AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG 3') e o par
denominado GVA2 amplifica uma seqiiéncia de 391 nucleo-
tideos (nt 6784 a0 7175) (sense: 5 GGCTGAAATGGGCACA
TACT3'; anti-sense: 5 CCCTCTTTCACGAACCGTAAS).

Para a amplificacdo pela reacdo em cadeia pela
polimerase (“ Polymerase Chain Reaction”, PCR) utilizou-se
um volume de 50 ?1 consistindo de tampéo (Tris-HCl 20mM
pH 8,4; KCl 50 mM), 3,5 mM de MgCl.; 0,2 mM cadadCTPR,
dGTR dATPedTTP, 10?g/ml de cadaoligonucleotideo (sense
e anti-sense), 2 ?| da mistura da reagdo de cDNA e trés
unidadesde Tag DNA polimerase (Invitrogen). O ciclodaPCR
envolveu uma desnaturagéo inicial a 94 °C por 4 min e 30
cicloscom 1 min de desnaturacdo a94 °C, 1 min de anelamento
dos oligonucleotideos a 53 °C e 2 min de extensdo a 72 °C.
Ap6s os 30 ciclos, seguiu-se umaextensao final por 10 mina
72°C. Osfragmentos amplificadosforam visualizadosem gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio (1 ?g/ml) sob
luz ultravioleta.

A clonagem dosfragmentos obtidosfoi feitautilizando-
s20“TOPO TA Cloning Kit” segundo instrugdes do fabricante
(Invitrogen) eaextragdo do plasmideo recombinanterealizada
utilizando-se 0 “ Concert Rapid Plasmid Miniprep System Kit”
(Gibco-BRL). Apdsaextragdo do DNA plasmidia dascélulas
selecionadas, foram feitas digestdes enzimaticas para a
comprovacdo da formacéo do recombinante. O sequen-
ciamento em ambas as direcOes foi feito utilizando-se os
oligonucleotideos universais M13 e 0 “DNA sequencing Kit
Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Perkin
Elmer) em um sequenciador ABI Prism 377 (Applied
Biosystems, Inc). A andlise comparativadas seqiiénciasfoi feita
através do algoritmo BLAST (http://www.nchi.nim.nih.gov) e
o alinhamento das seqliéncias consenso pel o programaMultalin
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). A
seqliéncia de aminoaci dos deduzidos da proteinacapsidial foi
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determinada pelo programa Trand ate (http://www.expasy.org/
tolls/dna.html). Asrelacdesfilogenéticasforam determinadas
por parcimonia com auxilio do software PAUP v.4.0b10 com
andlise de “bootstrap” de 500 réplicas. A construcdo grafica
daéarvorefoi feitapelo programa Tree View 1.6.1.

Os RNA extraidos de videiras infetadas pelo GVA-SP
permitiram a amplificagcdo de fragmentos de tamanhos
esperados (GVAL: ~ 430 pb?GVA2: ~ 391 pb), ndo havendo
amplificagdo a partir de plantas néo infetadas (dados ndo
mostrados). Os fragmentos amplificados foram clonados e
seqiienciados. A seqiiéncia obtida apresentou 767 nucleo-
tideos, dos quais 597 correspondiam ao gene codificador da
proteina capsidial (CP) do GVA-SP (Figural). A sequéncia
deduzida de aminoéacidos para essa proteina constou de 198
residuos e massa molecular estimada em 21.650 Da, valor
similar aoutrosisoladosdo GVA (Minafraet al. 19947Fgjardo
et al., 2003).

A sequiénciade nuclectideosda CP do GV A-SP, quando
comparada com isolados de outras regies geogréficas (Tabela
1), revelou maior identidade com um isolado daAfricado Sul
(GVA-AF, 92,3%) edaltdia(GVA-IT, 92%) e menor identi-
dade com um isolado de Israel (GVA-IS, 86%). Em relacéo
ao outro isolado brasileiro do Rio Grande do Sul (GVA-RS),
aidentidade foi de 88%. No entanto, quando foi comparadaa
sequiéncia deduzida de aminoécidos do GVA-SP com a dos
outrosisolados, aidentidade variou de 94,5% a 98% (Tabela
1) indicando que a maioria das trocas de nucleotideos
observadas s80 sinbnimas, ndo envolvendo mudangas no
aminodacido especificado e, portanto, nao alterando
significativamente a proteina codificada.

Foram realizadas andlisesfil ogenéticas por parcimonia
para a seqiiéncia de nucleotideos (Figura 2A) e aminoéacidos
(Figura 2B) dos isolados do GVA e outras espécies do recém
criado género Vitivirus, cujas proteinas capsidiais ja haviam
sido seqlienciadas. A andlise conjuntadasduasarvorespermite
concluir que aespécie que apresentamaior similaridade com
0 GVA dentro do género é o virus D da videira (Grapevine
virus D, GV D), sendo ambos agrupados em um mesmo ramo
(“bootstrap” =100). Essa proximidade genética entre GVA e
GVD jahaviasido relatada em outros trabal hos (Choueiri et
al., 1997; Fgjardo et al., 2003), em oposi¢cdo aos testes que
revelaram uma fraca reag&o sorol 6gica entre esses dois virus
(Martelli, 1997). As outras duas espécies analisadas, virus B
davideira(GrapevinevirusB, GVB) e Heracleumlatent virus
(HLV), ocupam posi¢des mais distantes na arvore em relagdo
ao GVA.

Em relacdo a andlise filogenética da seqliéncia de
nucl eotideos, osisolados do GV A formam um grupo monofi-
lético no qua GVA-SP e GVA-AF sdo agrupados em um
mesmo ramo indicando origem comum. Em seguida situam-
seosisolados do Rio Grande do Sul edaltdlia, que estédo bem
préximosentres confirmando dados anteriormente publicados
(Fajardo et al. 2003). Ja osisolados GVA-JPe GVA-ISsio os
gue mais se distanciam do isolado paulista. Na analise
filogenética da seqiiéncia deduzida de aminoacidos da CP,
todos os isolados sdo agrupadas em um mesmo ramo o gque
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001 atggcacactacgccaagagggtcgagataagggcgataatagaagagttggtgetggeg
M A HY AR KRV ETITIRATITIZETZETL V L A 020

061 aaagcccaaccagetgaagacgectetgagageggctacgaccgaaatatgtacctgaat
K A Q P L E DA S E S G Y D RN M Y L N 040

121 actctcttcgggtacategecttggteggtacaagcaaaaaggcggtcecactatggggag
T L F G Y I A L Vv 66 T & K K A V H Y G E 060

181 gtagatatagtaggtcctaaagctagcaaaaagacagggatagacccaaggggaaagttyg
v D I VvV G P KA S K KT G I D PR G K L 080

241 gtegtgtcagaactggtgggeaggatgegeacgetgagtgttgeagtgagegagggacca

v vVvs ELV GRMURTL S V AV S E G P 100
301 gtcaagggcgcaaccctgaggcagatgtgcgaacctttagcacaaaacgectatgactte
V XK 6 A T L R QM CE P LA QDN A Y D F 120

361 ctcgtcectgatggetgagatgggcacatattcacagttagcaaccaagatgaccaggtca

L V. M A E M G T Y S QL A T KMT R $ 140
421 ggcttcaaagagccacaggttatgttecgactttgegtegggettagatetgaaageacty

G F K E P QVMFDVFAS GIL DL K A L 160
481 acacttcaggaagctactgtgatacaggcaatgeacteccegectetttegtacggaaggt

T L 9 E A T VvV I Q A M H S R L F R T E G 180
541 gcaaaaggagtattcaacgcccagtcatcagteggegagecaggetgtegagata tag
FIG. 1 - Seqiiéncia de nucleotideos (superior) e aminoéacidos
deduzidos (inferior) do gene da proteina capsidia do Grapevine virus
A (GVA-SP).

leva novamente a inferir que, apesar das variagbes mais
acentuadas na seqiiénciade nucleotideos, aproteinacapsidial
parece apresentar poucavariagdo entre osisolados de regides
geogréficas distintas. Considerando ser essa uma proteina
estrutural, fatores evolutivos poderiam estar restringindo as
variacOes que seriam del etérias para a espécie. Alteragdes na
proteina capsidial poderiam, por exemplo, levar a perda de
interagdo com a hospedeira e o fato do GVA ter como Unica
hospedeira natural avideira, estariarestringindo aindamais
essas ateragoes.

A viticultura brasileira resulta da introducéo de
variedades de copa e porta-enxerto oriundas principamente
de paises como Estados Unidos, Frangae Italia (Sousa, 1996).
Contudo, nas regides dos Estados Unidos, onde sdo cultivadas
variedades e hibridos de Vitis labrusca L. (Concord, Isabel,
Niagara), aincidénciadevirosestem sido limitada, poisessas
sd0 de cultivo mais recente do que asviniferas. Assim sendo,
pode-seinferir que osvirus constatados até o presente no Brasil
foram introduzidos daqueles paises europeus e, por

TABELA 1 - Comparagdo (similaridade em porcentagem) entre
sequéncias de nucleotideos (abaixo da diagonal, em cinza) e
aminoacidos deduzidos (acima da diagona) da proteina capsidia do
isolado paulista do Grapevine virus A (GVA-SP, AY 340581) e outros
isolados depositados no GenBank*

% ; ) ? ?) 2 3) % ) g *)

< < < < < <
GVA-SP 97 98 945 97 97
GVA-IT® 92 97,5 955 97 97
GVA-AF® 0923 913 - 94,9 98 96,5
GVA-RS® 88 90 89,1 - 95,5 95,5
GVA-JP® 88 89 87,1 85 --- 98

GVA-IS ® 86 88 86,4 85 85

(1) Isolado da ltélia (X75433.1); (2) Isolado da Africa do Sul (AF441234);
(3) Isolado do Rio Grande do Sul (AF494187.1); (4) Isolado do Jap&o
(AB039841.1); (5) Isolado de Israel (AF007415).* Os codigos de acesso no
GenBank estdo indicados entre parénteses.
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FIG. 2 - Andlise filogenética por parcimdnia com base na seqiiéncia
completa de nucleotideos (A) e aminoacidos deduzidos (B) da
proteina capsidial dos isolados do Grapevine virus A (GVA) e de
outras espécies do género Vitivirus. Os nimeros de acesso ao
GenBank para os virus citados acima sdo: GVA-SP (AY 340581),
GVA-IT (X75433.1), GVA-AF (AF441234), GVA-RS
(AF494187.1), GVA-JP (AB039841.1), GVA-IS (AF007415), GVD
(YO7764), HLV (X79270), GVB (AY340582).

conseguinte, € possivel afirmar que GVA-SP e GVA-RS
possuem origem semel hante.

Na Africado Sul, aincidénciade virus é proxima aos
100%, sendo explicada pela utilizagdo de porta-enxertos de
origem européiaapartir do século vinte (Sousa, 1996). A alta
identidade observada entre osisolados do GVA de Séo Paulo
edaAfricado Sul pareceindicar umapossivel origem comum
entre eles, decorrente daintroducéo de material propagativo
infetado, provavelmente oriundo daltdlia, devido aidentidade
de ambos com 0 GVA-IT.

E importante ainda ressaltar que, nos testes efetuados
neste trabalho, a técnica de RT/PCR permitiu uma répida e
sensivel deteccdio do GV A, podendo ser utilizadacomo técnica
alternativa parafuturos diagndsticos.
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