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RESUMO

PEREIRA, A.C.B. Proteina capsidial dd&upestris stem pitting-associated virus
sequenciamento do gene, expressadesamerichia coli purificacdo e produgéo de anti-soro
policlonal. S&o José do Rio Preto, 2008. 66p. Dias@o (Mestrado em Microbiologia) —
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatasyersidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

O lenho estriado de rupestris ou cascudo (Rupeséns pitting — RSP), um dos componentes
do Complexo do lenho rugoso (“Rugose wood” - RWyoésiderado uma das doencas de
videira transmitidas por enxertia de grande relesarecondmica para a viticultura. O
Rupestris stem pitting associated viruBRSPaV foi associado com a doencga do lenho estriado
ou cascudosendo classificado como espécie do gérireeavirus pertencente damilia
Flexiviridae No presente trabalho, descrevem-se o0 sequendangiengene da proteina
capsidial (CP) de um isolado brasileiro do RSPa\SRRV-SP), sua expressao em
Escherichia coli purificagdo da proteina capsidial recombinang groducdo de anti-soro
policlonal em coelho. O sequenciamento do geneltoestem uma sequéncia de 780
nucleotideos e 259 aminoacidos deduzidos com mas$ecular estimada de 28 kDa. A
analise filogenética, entre a sequéncia correspiade CP do RSPaV-SP e outras variantes
do mesmo virus, evidenciou a formacédo de 4 grupstnibs, sendo o isolado brasileiro
incluido no grupo da variante BS do RSPaV. A praaiapsidial recombinante foi purificada
em coluna de afinidade e apresentou massa molesilarada de 32kDa (4kDa da sequiéncia
do vetor e 28kD da CP do RSPaV-SP). O anti-sordyzido apresentou-se especifico na
deteccdo da proteina capsidial recombinante padéiqpor “Western-blot”, sem reacdo com
proteina heterdloga a partir da diluicdo 1:4000stdleliluicdo, o anti-soro foi efetivo na
deteccédo do virus em extratos de plantas infecgtadagdo que nenhuma reacao foi observada
com extratos de plantas sadias. Considerando-seesjige virus apresenta variagfes de
concentracdo na planta durante as estacdfes doeanag, os testes sorologicos foram
realizados durante a estacdo de baixa concentdgadrus, os resultados obtidos até o
momento foram altamente satisfatorios. Métodos I&gitns sdo vantajosos em relacao
aqueles de indexacdo biologica, uma vez que apiegsarustos mais baixos e os anti-soros
especificos podem ser utilizados em testes de &mgma, como o ELISA. Experimentos que
utilizam a técnica ELISA ndo apresentaram resustadisfatorios. A purificacdo da proteina
recombinante em condi¢Ges nativas para a produgd@miitsoro podera ser uma alternativa
para a deteccdo mais efetiva do virus utilizandesse técnica.

Palavras-chave Videira, Lenho estriado de rupestris ou cascueaveavirus proteina
capsidial, sequenciamento, expressadceroli, anti-soro policlonal, “Western-blot”.



ABSTRACT

PEREIRA, A.C.B. Capsid protein dtupestris stem pitting-associated virgequencing of
the gene, expression i coli, purification and production of polyclonal antiger S&do José
do Rio Preto, 2008. 66p. Dissertacdo (Mestrado eondidiologia) — Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas, Universidade EstadudisRatlulio de Mesquita Filho”.

Rupestris stem pittinRSP), a component of the rugose wood (RW) compserne of the
most graft-transmissible grapevine virus diseaséth \great economic importance for
viticulture . Rupestris stem pitting-associated vir(RSPaV), genusoveaviruswithin the
family Flexiviridag has been associated with this disease. This vep@rts the sequencing
of the coat protein (CP) gene of a brazilian ataiecof RSPaV (RSPaV-SP), its expression in
Escherichia coli purification of the recombinant coat protein grdduction of a polyclonal
antiserum in rabbit. CP gene was found to be 78, with a 256 deduced amino acid
sequence encoding a predicted protein of 28 kDélogenetic analysis, with RSPaV-SP and
other variants of the virus, four groups were foand the sequence of RSPaV-SP showed the
highest identity with the variant RSPaV-BS. Theorabinant coat protein was purified by
affinity chromatography and showed a molecular Weaj 32kDa (4 kDa from a small vector
sequence plus 28 kDa for the CP of RSPaV-SP). mtiseaum proved specific for detection
of the recombinant protein by Western Blot, and dad react with heterologous proteins
starting at a dilution of 1:4000. At this dilutiothe antiserum was effective in the virus
detection of leaf extracts of infected plants aondreaction was observed with extracts from
healthy grapevines. Considering that the virusoisnfl at low concentrations in the plants
during the seasons of the year, the results olutasndar were highly satisfactory for RSPaV
detection. Serological methods have advantages tbeebiological indexing method, since
they are cheaper and can be used in large-scadestash as ELISA. Experiments using the
ELISA technique were not successful. Purificatibthe native recombinant protein would be
an alternative more efective to detect the virusgithese technique.

Key words: GrapevineRupestris stem pittingFoveavirus capsid protein, sequencing,
expression irk. coli, polyclonal antiserun, Western-blot.



LISTA DE VIRUS CITADOS NO TEXTO

ABREVIACAO NOME DA ESPECIE GENERO
APLV Apricot latent virus Foveavirus
ASPV Apple stem pitting virus Foveavirus
GFkV Grapevine fleck virus Maculavirus
GFLV Grapevine fanleaf virus Nepovirus
GLRaV Grapevine leafroll associated virus Ampelovirus
GLRaV-2 Grapevine leafroll associated virus 2 Closterovirus
GVA Grapevine virus A Vitivirus

GVvB Grapevine virus B Vitivirus

PVM Potato virus M Carlavirus
PVX Potato virus X Potexvirus
RSPaV Rupestris stem pitting-associated virus Foveavirus
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| CULTURA DA VIDEIRA

A videira € uma das mais importantes espéciesfdrai cultivadas no mundo e
pertence a familia Vitaceae, cujos principais ecates sdo do génekétis (Cronquist, 1981).
Sua importancia econbmica esta relacionada ao dat@a uva ser uma das frutas mais
consumidas mundialmente, tarito natura como em suco, possuindo também um extenso
mercado na industria de vinhos e outros fermentosolcos (Choudhuryet al, 2001).
Cultivada ha séculos, a videira encontra-se distid por todos os continentes, sendo que
45% da superficie viticola mundial encontra-se neofa, que representa 65% da producao
mundial. O Brasil no cenario internacional é o pafs em area cultivada e o 14° pais em
producao de uva, sendo a uva de mesa o principdlufw, tanto para o setor vinicola como
para o de frutas (Mello, 2006a).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de @y Estatistica (Mello, 2006b) a
area de vinhedos plantada no Brasil no ano de &il0de 87.792 hectares, atingindo uma
producao nacional de 1.228.390 toneladas, sendtad@do Rio Grande do Sul responsavel
por 50% desta producdo. O segundo maior produtoredtado de Sao Paulo, com uma
producdo de aproximadamente 194.000 toneladas @el@nmesa, tanto no que se refere a
uvas comuns de mesa (‘Niagara’ rosada e brancad cvas finas de mesa (‘Itdlia’, ‘Rubi’,
‘Benitaka’ e ‘Brasil’) (Mello, 2006Db).

A producdo de uvas no Brasil tem apresentado un@émeia crescente e além da
producao voltada para o mercado interno, observarmsaumento nas exportacdes brasileiras
de uva de mesa e suco de uva (Mello, 2006a). Cornache internacional consolidado, os
produtores de uva do Brasil ttm procurado expgmadutos de alta qualidade, relacionada
principalmente com a forma, coloracdo e tamanho fda®s. A presenca de patdgenos
infectando videiras pode interferir significativame nestas qualidades, além de colocar em
risco a seguranca dos vinhedos com a morte daaptanta queda acentuada da producao
(Mello, 2003). Varios tipos de patégenos podemesmontrados infectando videiras, como

fungos, bactérias, nematdides e virus (Lima, 2002).
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II' VIROSES DE VIDEIRA

Doencas causadas por virus tém sido mencionadagaisss de tradicdo viticola ha
mais de um século, sendo que o estudo dos patégamolvidos nestas doencas evoluiu nos
altimos 40 anos (Kuhn & Fajardo, 2006). No Brasigrimeiro relato de virose em videira foi
em 1972 no estado de Sdo Paulo (Kuniyuki, 1972&@tuglmente, as principais doencas
descritas em outros paises ja foram constataddseretdrio nacional (Amorim & Kuniyuki,
1997). Isto se deve ao fato de a viticultura nadioasultar da multiplicacdo de clones de
variedades tradicionais de copa e de porta-enxeujos materiais propagativos foram, ha
muitos anos, introduzidos de regides que enfrergagse problema (Amorim & Kuniyuki,
1997).

As doencas causadas por virus afetam a producagualiade da uva, podendo
causar a morte da planta quando as variedadegssioeis a infec¢do por determinados virus
(Amorim & Kuniyuki, 1997). Estes prejuizos tém siderificados em diversos paises, sendo
que as perdas podem chegar a 70% na producéo dkutva 2006).

A propagacdo vegetativa da videira por estacas ela gnxertia facilita a
disseminacgéo das viroses. A producao da muda pedaltor, utilizando material vegetativo
do seu préprio vinhedo ou de vizinhos, sem o canf@to do estado sanitario (presenca ou
ndo de virus), tem favorecido a disseminacdo dedsescas e, com muita freqiéncia, o
acumulo de mais de um tipo de virose na mesmag(ddiaet al, 2003).

Cerca de 55 virus, distribuidos em 20 géneros,ce@becidos como causadores de
doencas em videiras (Martelli, 2003). Outras, embmnsideradas viroses, ndo tém ainda
uma definicdo exata da natureza do patdgeno, 88, ¥itoplasma ou viréide. Sabe-se apenas
que séo perpetuadas pelo material vegetativo empartia, condicdo minima para que uma
doenca seja incluida no grupo das viroses (Kuhmj&rBo, 2006).

As principais viroses da videira encontradas nsiB(gigura 1) sédo o enrolamento da
folha (“Grapevine Leafroll”, GLR) (Kuniyuki, 1978)mosaico das nervuras (“Grapevine
Fleck Disease”, GFkD) (Kuniyuki, 1989), mosaico \ddeira Traviu(“Grapevine Fanleaf”,
GFL) (Kuniyuki et al, 1994) e o complexo do lenho rugoso da videiragf@vine Rugose
Wood”, GRW) (Kuniyuki, 1972b; Kuniyuki & Costa, 198 Kuhn, 1992; Kuniyukiet al,
2001).
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Figura 1. Sintomas caracteristicos das principais virosesidkira que ocorrem no Brasih. Enrolamento da
folha da videira em variedade LN-3. Mosaico das nervuras no porta-enxerto ‘Rupestrisadu C. Mosaico

da videira Travil (“grapevine fanleaf) no porta-erig de videira ‘Riparia do TravidD. Sintomas no lenho
caracteristicos das viroses do complexo do lengosa da videira. Da esquerda para a direita: lesaldio de
‘Rupestris du Lot’, lenho de ‘Rupestris du Lot’ caimtomas de lenho estriado de rupestris, lenhtKdeer
5BB’ com sintomas de acanaladura do lenho de Koleeho de ‘Rupestris du Lot’ com sintomas de
Fendilhamento cortical da videira. Imagens fornesiggelo Dr. Hugo Kuniyuki, do Instituto Agronémice

Campinas.
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[I.1 Enrolamento da folha da videira (“Grapevineéafroll” — GLR)

O enrolamento da folha da videira foi constatadia gpeimeira vez no Brasil em
vinhedos do estado de Sdo Paulo, ocorrendo, amtvetam quase todas as regides brasileiras
onde a videira é cultivada (Kuniyuki, 1978; Kuhr989). Trata-se de uma das mais
importantes viroses da videira, seja pela altadémiia seja pelas perdas que causa a
producao da uva.

Os sintomas caracteristicos dessa doenca, masnéssdem cultivares dé vinifera
incluem enrolamento dos bordos foliares para babamloracdo avermelhada ou amarelada
das areas internervais das folhas, com as nerpurasgpais e secundarias e areas adjacentes
do parénquima permanecendo verdes (Figura 1A) @lliad986; Lima 2002).

Hoje esta bem estabelecido que essa doenca estdadasa pelo menos nove virus,
sorologicamente distintos, com particulas de 142009 nm de comprimento (Namégal,
1979; Boscieet al.,1995), denominadosr@pevine leafroll associated virus 1{GLRaV-1 a
GLRaV-9). Com excecao do GLRaV-2, mantido no gér@asterovirus os demais estao
incluidos, como espécies ou sub-espécies, no gdmepelovirus da familiaClosteroviridae
(Gugerli, 2003). Os genomas dos GLRaV-2 e GLRa-3oyam totalmente sequienciados
(Ling et al, 1998; Zhuet al, 1998), permitindo a sintese de "primers" utdizs na detecgéo
desses virus pela técnica de IC-RT-PCR (imunocajtanscriptase reversa-reacdo em
cadeia pela polimerase).

No Brasil, a existéncia do GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaVGLRaV-5 e GLRaV-6 ja
foi demonstrada, sendo sua identificagéo feita pélzacao de videiras indicadoras (por
exemplo,Vitis vinifera‘Cabernet Franc’, ‘Cabernet Sauvignon’ e ‘Pinoif@ por técnicas
imunologicas (Scagliusi, 1995, Kulet al, 1999; Kuniyukiet al, 2002; Kuniyukiet al.,
2003; Kuniyuki et al., 2006).

[1.2 Mosaico das nervuras ("Grapevine fleck dised's— GFkD)

Trata-se de uma doenca de distribuicdo mundialeerguBrasil foi primeiramente
detectada em vinhedos de S&o Roque, SP (KuniyB8B)le posteriormente no Rio Grande
do Sul (Kuhn, 1992). O virus causa infeccao lateatenaioria das variedades de videira de
importancia econémica no Brasil e em outros paldas.variedades sensiveis induz sintomas
de mosaico e clareamento das nervuras (Figura g@Jendo alterar a intensidade de

coloracao dos frutos e reduzir o vigor da plantan(ifuki & Costa, 1994; Lima, 2002).
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O mosaico das nervuras € causado por um virus deécybas isométricas
(aproximadamente 30nm de diametro), denomindd@pevine fleck virus(GFkV),
pertencente ao génerdMaculavirus da familia Tymoviridag nao transmissivel
mecanicamente e limitado ao floema da hospedeiatéM et al, 2002). O virus possui
RNA de fita simples e polaridade positiva com cele&500 nucleotideos.

A deteccdo do GFkV tem sido feita principalmenta\ais do teste bioldgico com a
indicadora ‘Rupestris du Lot’, na qual as reac@s sbservadas de 6 a 20 meses apos a
enxertia. Testes imunoldgicos (Schieberl, 1997) e PCR (Sabanadzowtal, 2000) tém
também sido utilizados na deteccdo do GFkV. Nadestee Sdo Paulo, foi demonstrado por
ELISA que o virus do mosaico das nervuras é proxierde relacionado ao GFkV e que os
quatro isolados do virus, que podem ser separatievés da sintomatologia, s&o
sorologicamente relacionados (Kuniyutdi al, 2000b). Mais recentemente, um isolado do
GFkV encontrado no Rio Grande do Sul foi detectgdw RT-PCR e parcialmente
caracterizado (Fajardet al, 2004b).

[1.3 Mosaico da videira traviu ("Grapevine fanledi— GFL)

Esta doenca, conhecida internacionalmente compégnae fanleaf’ (folha em leque
da videira), ocorre nos principais paises vitica@as considerada a virose mais importante
dentro da viticultura mundial, pela alta incidéneigpelas grandes perdas que ocasiona a
producdo da uva (Amorin & Kuniyuki, 1997). No Biasessa doenca foi inicialmente
detectada em vinhedos de Jundiai, SP e denominaskian da videira ‘Travil’ por ter sido
primeiramente encontrada em plantas do porta-enxé@ravid’ ou ‘Riparia do Travil’
(Kuniyuki et al, 1994). O nome da doenca deriva de sintomas r@igyfG) de malformacéo
caracteristicos nas folhas que ficam com aspecteqlee semi-aberto (Martelli & Savino,
1994).

O mosaico da videira Traviu é causado por um vgométrico (30 nm de diametro)
denominado @pevine fanleaf virugGFLV), pertencente ao génelMepovirus O GFLV
possui genoma bipartido (RNA 1 e RNA 2) de fita @es e polaridade positiva, ambos
necessarios a infeccdo (Murphy al, 1995). A identificacdo do GFLV é feita através d
utilizacdo da videira indicadora ‘Rupestris du |_otétodos imunolégicos e PCR. Um isolado
do virus encontrado em vinhedos do Rio Grande dofd@uparcialmente caracterizado
mostrando sequUéncia de nucleotideos com alta hgmol@proximadamente 93%) com

outros isolados do virus descritos no exteriorgfelet al, 2000).
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I1.4 Lenho rugoso da videira (“Grapevine Rugose \& — GRW)

O lenho rugoso da videira é o nome dado a um comple doencas que apresenta
grande relevancia econémica para a viticulturagogela qual é objeto de constante atencao
nos programas de selecdo sanitaria dos diversesspaiticolas (Kuhn & Fajardo, 2006).
Desde as primeiras descrigdes (Graniti & Ciccard®§1) o lenho rugoso da videira vem
sendo considerado um dos mais preocupantes corsplexadoencas infecciosas da videira.

Este complexo é caracterizado por induzir altermgi@elenho de variedades sensiveis
de videira e que ocorre na maioria dos paiselagdMartelli, 1993; Kraket al, 1999). Os
sintomas gerais constituem no atraso da brotacapridevera, reducao de vigor, baixa
producdo de uva, intumescéncia na regido acimaombopde enxertia, casca espessa e
corticosa e com textura esponjosa e caneluradigst) e acanaladuras (“groovings”) no
lenho (Figura 1D). Estas alteragGes ocorrem enedades de copa, porta-enxerto ou ambos
(Amorim & Kuniyuki, 1997).

Este complexo é constituido por pelo menos quatrenchs distintas. Séo elas:
fendilhamento cortical (“Grapevine Corky Bark”),am@aladura do lenho de Krober (“Krober
Stem Grooving”), acanaladura do lenho de LN-33 ¢3BIStem Grooving”) e lenho estriado
de rupestris ou cascudo (“Rupestris Stem Pittin@avino et al, 1989; Minafra, 2000;
Minafra & Boscia, 2003), sendo todas elas ja caadts no Brasil (Kuniyuki, 1972b; Kuhn,
1992; Kuniyukiet al, 1997; Kuhret al, 2002).

As doencas que compdem este complexo ndo sao émténdistinguidas em campo,
devido a auséncia de sintomas especificos nassfatha intensidade destes sintomas
dependerem da combinacdo copa/porta-enxerto. Destaira, a identificagdo das doencas é
feita utilizando-se trés indicadoras diferencidlsober 5BB’, ‘LN-33’ e Vitis rupestris
(Amorim & Kuniyuki, 1997; Lima, 2002).

[1.4.1 Fendilhamento cortical ("Grapevine corky bark")

Particulas de cerca de 800 nm de comprimento t8@massociadas com esta doenca
(Nambaet al, 1991; Boscieet al, 1993; Bonavieet al, 1996) e o virus foi denominado
Grapevine virus B GVB) pertencente ao géneativirus (Martelli et al, 1997). A sequéncia
completa dos nucleotideos do GVB foi determina@@@ucleotideos), o que tem permitido a

deteccdo molecular do virus por PCR (Saldaethil, 1996).
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No Brasil, o fendilhamento cortical foi constatagela primeira vez em 1973 em
videiras no estado de Sao Paulo (Kuniyuki & Cok882) e posteriormente no Rio Grande do
Sul (Kuhn, 1992), sendo sua identificacao feitaveariras indicadoras (‘LN-33’ e ‘Niagara’) e
por teste ELISA com anti-soro comercial (Kuniyekial., 2000a). Foi determinado, mediante
esse teste imuno-enzimatico, que os dois isola@¥B{C e GVB-I) sintomatologicamente
distintos que ocorrem nos vinhedos paulistas s@ologicamente semelhantes. O gene da
proteina capsidial desses dois isolados foi segame caracterizado (Moreied al, 2004a)
indicando que o GVB-C apresenta maior similariddel@ucleotideos e aminoacidos deduzidos
com o isolado italiano, enquanto que o GVB-I foisr&milar a um outro isolado brasileiro do
GVB descrito no Rio Grande do Sul (Nicletlal, 2002). Os dois isolados paulistas do GVB
podem ser diferenciados por digestdo com a enzen@siricioEcdR|, uma vez que ha um

sitio interno no GVB-C que esta ausente no isoadB-I (Moreiraet al, 2004a).

[1.4.2 Acanaladura do lenho de kober ("Kober stengrooving")

Esta doenca foi reconhecida no Brasil em 1992 em plantacdo de ‘Niagara Rosada’
de Jundiai, SP e é, provavelmente, causada @edpevine virus A(GVA). O virus, de
aproximadamente 800 nm de comprimento, pertencmtgéneroVitivirus (Martelli et al,
1997), foi sequenciado (Minafrat al, 1997), permitindo a sintese de "primers" pama su
deteccdo por PCR. Em Séo Paulo, o GVA foi deteguanldELISA (Kuniyukiet al, 2001) e
por RT-PCR (Moreiraet al, 2004b) em amostras de videiras infetadas pelubéK stem
grooving". Esse isolado do GVA teve o gene da prateapsidial sequienciado e caracterizado
(Moreiraet al, 2004b) mostrando maior identidade com um isotild\frica do Sul e menor

com um isolado de Israel e outro descrito no ReEn@e do Sul (Fajardet al, 2003).

11.4.3 Acanaladura do lenho de LN-33 ("LN-33 stengrooving")

Doenca caracterizada por apresentar sulcos ousclmgos e profundos no lenho de
"LN-33", mas sem intumescéncias nos entre-nosahieacdes foliares como as causadas pelo
agente do fendilhamento cortical. Nenhum virus @fipe tem sido associado com esta doenca.
Existe relato da deteccdo desse tipo de doenc@rérende do Sul (Kuhet al, 2002).
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[1.4.4 Lenho estriado de rupestris ou cascudo ("Rpestris stem pitting")

O lenho estriado de rupestris ou cascudo foi obgerypela primeira vez no Brasil em
vinhedos de uva Italia na regido de Mogi das Cru&#s (Kuniyuki, 1972b), sendo sua
identificacdo feita na videira indicadora ‘Rupestiu Lot’, onde os sintomas aparecem 3 a 4
anos apos a enxertia (Amorin & Kuniyuki, 1997).

O lenho estriado de rupestris € uma doenca traidsnubr enxertia que se caracteriza
por induzir o desenvolvimento de faixa ou bandaelpuenas caneluras no lenho (“pittings”),
do ponto de enxertia para a base da planta, na&aiholia Vitis rupestris ‘St. George’
(‘Rupestris du Lot’) (Figura 2). Os sintomas cagaisticos do lenho estriado de rupestris ou
cascudo sao apresentados pelas variedades Itala,eRBenitaka. As folhas sdo menores,
ligeiramente assimétricas e com mosaico difuso. adca do tronco torna-se espessa,
quebradica e fendilhada e n&o se destaca comdtddi do lenho. Muitas vezes a casca
adquire uma coloragao escura ou cinza, facilitamdentificacdo de plantas doentes (Figura
3). Sob esta casca podem ser notadas depressé@e®uaslongadas que se formam no lenho
(Amorin & Kuniyuki, 1997).

A origem viral desta doenca foi proposta baseaedpedo fato de a transmissdo do
agente causal ocorrer através de enxertia e pskn@géo de particulas virais filamentosas
em videiras afetadas pelo lenho estriado de rupébtenget al, 1999b; Meng & Gonsalves,
2003; Menget al, 2003; Petroviet al, 2003). Posteriormente, o0 virus denominRdpestris
stem pitting associated virl®SPaV) foi identificado como o possivel agentesador da

doenca do lenho estriado de rupestris ou cascudadpt al, 2005).
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Figura 2. Sintoma caracteristico do Lenho estriado de tupesu cascudo na indicadora ‘Rupestris du
Lot. Da esquerda para a direita: lenho sadio es denhos infectados mostrando caneluras ou estrias
(“pittings”) logo abaixo do ponto de enxertia (9etenagem fornecida pelo Dr. Hugo Kuniyuki, do ihgb

Agrondmico de Campinas.

Figura 3. Tronco de videira (cv. Italia) com sintomas dePR8spessamento da casca, caneluras no lenho e

coloragéo cinza. Imagem fornecida pelo Dr. Hugoilwki, do Instituto Agronémico de Campinas.
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[l Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaYy

A associacdo entre o lenho estriado de rupestrisasoudo e o RSPaV foi sugerida
através da analise de clones de cDNA de diferemiesras afetadas pelo RSP. O genoma de
dois isolados quase idénticos foi sequienciado ferettes grupos de pesquisa. O primeiro
isolado foi sequienciado por Mergt al (1998) e denominad&upestris stem pitting
associated virugRSPaV), o segundo isolado foi sequenciado pomg@le al. (1998) e
denominado @pevine rupestris stem pitting associated vifBRSPaV). Para evitar
confusdo na nomenclatura deste virus, neste ti@ls@é utilizado o nomRupestris stem
pitting associated viruRSPaV).

O RSPaV foi classificado como espécie do géreneavirus(Martelli & Jelkmann,
1998) e incluido na famili&lexiviridae, que agrupa outros géneros como, por exemplo,
Carlavirus Potexviruse Vitivirus (Adamset al, 2004). As particulas virais dé®veavirus
séo filamentosas com 800 nm de comprimento. O ganoral € composto por RNA de fita
Unica e polaridade positiva, variando entre 8.40®.300 nucleotideos e poliadenilado na
extremidade 3’ (Martelli & Jelkmann, 1998).

O genoma completo do RSPaV apresenta 8.726 nuwidesticom extremidade 3’
poliadenilada (Zhang et al., 1998) e similaridadencas seqiéncias de nucleotideos e
aminodacidos do Apple stem pitting virus — ASPV (e al, 1998), espécie tipo do género
Foveavirus (Martelli & Jelkmann, 1998). O genoma do RSPaVaestganizado em seis
cadeias abertas de leitura (“Open reading fram&F)JFigura 4). A ORF1 codifica proteina
envolvida na replicacao viral, que inclui os mosvmara a metiltransferase (MTR), helicase
(HEL), protease (PRO) e polimerase (RNA dependel@eRNA polimerase — RdRP),
dominios conservados em virus de fita Unica comarplalde positiva. As ORF2, ORF3 e
ORF4 constituem o bloco triplo de genes, os quadificam proteinas relacionadas ao
movimento célula-a-célula do virus. A ORF5 codifinena proteina de 28kDa e esta
envolvida na formacgdo do capsideo viral (MartelliJ&kmann, 1998; Mengt al, 1998;
Meng & Gonsalves, 2003). A ORF 6, parcialmente spbsta a ORF5, foi identificada por
Zhang et al (1998) e codifica uma possivel proteina de 14kidan funcdo ainda
desconhecida. A presenca de uma ORF adicional gmtie o gene da proteina capsidial
também foi encontrada em outra espécie do géfmreavirus o Apricot latent virus APLV
(Gentitet al, 2001).
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REPLICASE TGB cp

ORF 1 ORF 2-4 ORF5

Figura 4. Organizacdo do genoma do RSPa&ORF 1. gene da replicase, que inclui os motivos MTR
(metiltransferase); PRO (protease); HEL (helicas@)OL (polimerase)PRF 2-4: bloco triplo de genes (Triple
gene block — TGB) envolvidos no movimento céluladeédo virus;,ORF 5: gene da proteina capsidial (Coat

protein — CP);ORF 6. gene codificante de uma proteina com fungdo amhelsconhecida. Extremidade

3’poliadenilada ( /. Adaptado de Mengt al, 2006.
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Nos ultimos anos varios trabalhos que descreveariabilidade genética do RSPaV
tém sugerido que este virus é muito diversificammstituindo uma familia de sequéncias
variantes (Soarest al, 2000; Casatet al, 2003; Limaet al, 2003; Menget al 2005; Habili
et al, 2006; Nolasccet al, 2006; Talquencaet al, 2006). O sequenciamento parcial de
nucleotideos do gene da replicase do RSPaV (Esgihlah, 2003, Fajardeet al, 2004a)
sugere a existéncia de sequéncias variantes odortambém no Brasil.

O desenvolvimento de técnicas moleculares pardexgid do RSPaV mostrou que
este virus encontra-se distribuido mundialmentenéfia & Boscia, 2003). No entanto, a
deteccdo de infec¢Bes causadas pelo RSPaV aind@blématica. No Brasil, o RSPaV foi
detectado por meios moleculares, pela primeiragvésr de testes de RT-PCR e sonda
molecular ndo radioativa (Espinkea al., 2003). O diagnostico pela caracterizacdo bickgi
em Vitis rupestriscv. St. George e a deteccédo por RT-PCR néo saonente eficientes por
apresentarem resultados falsos negativos (Noleseb, 2000). A existéncia de sequUéncias
variantes do RSPaV foi sugerida como uma explicggia os resultados falso negativos
obtidos pela técnica de RT-PCR (Nolaseb al, 2000). Muito embora estas técnicas
moleculares estejam sendo utilizadas para a detedeste virus, sua aplicacdo em larga
escala ndo é adequada, em fungéo principalmenteustss e da relativa complexidade das
técnicas.

Técnicas soroldgicas sdo, até o momento, poudpadaés para a detec¢cdo do RSPaV,
pois o0s anti-soros produzidos em outros paises padeteccdo da proteina capsidial
recombinante ainda ndo foram comercializados ey $@rem, poderdo ter preco elevado
(Minafra et al, 2000; Menget al, 2003). Levando-se em consideracdo a variabgidad
genética do RSPaV e o fato de a proteina capsidialaltamente conservada entre as
variantes(Nolascet al, 2006), a producdo e comercializacdo de anti-apropriados para
esta proteina poderdo constituir ferramenta imptetpara a detecgcdo do virus. Assim, a
producdo de anti-soro para o0 RSPaV no Brasil &aedg interesse, pois a detec¢do do virus
poderd ser realizada em testes de larga escala 00BLISA, e também ser utilizado em

programas de propagacao de material livre de virus.
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IV OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi utilizar té@sanoleculares para a caracterizacao
do gene da proteina capsidial de um isolado bnasit® RSPaV, aqui denominado RSPaV-
SP, e a detecc¢do soroldgica deste virus encontradadeiras do estado de S&o Paulo. Desta

maneira, constituiram objetivos especificos:

1- Sequenciamento do gene da proteina capsidiRERaV-SP e andlise filogenética,

2- Expressao enkscherichia colie purificacdo da proteina capsidial recombinargea p

producao de anti-soro policlonal em coelho;

3- Deteccdo do virus por “Western-blot” com o itdude sua posterior utilizacdo em testes de

larga escala, como o ELISA, e em programas de gemd® de material livre de virus.



MATERIAL E METODOS

Capitulo Dois
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1.1 Virus/Planta

O material biolégico (folhas e peciolos de videisadias e infectadas pdRupestris
stem pitting associated virus RSPaV, aqui denominado RSPaV-SP) foi fornecido pe.
Hugo Kuniyuki, do Centro de Fitossanidade (Area/itelogia) do Instituto Agronémico de
Campinas, SP.

[1.2 Extracdo de RNA

A extracdo de RNAs totais foi feita a partir de iptas deVitis vinifera cv. Brasil,
infectados pelo RSPaV, seguindo-se o0 método de émaaket al. (1997) e com a utilizacdo
do “RNeasy Plant Mini kit” (Qiagen), de acordo casiinstrucdes do fabricante.RNA foi

eluido em agua tratada com dietil pirocarbonatoRDEe estocado a -20°C.

[1.3 Construcéo de Oligonucleotideos

Com base em sequéncias de nucleotideos descritéitenadura e depositados no
GenBank (Acesso: AF057136), dois pares de oligemticleos foram desenhados utilizando-
se os programas Primer-3 e Oligo-4.

O par de oligonucleotideos utilizados para a clemagm vetor de seqienciamento do
gene da proteina capsidial — ORF5 do RSPaV-SPqsB®&PCP52F5— TGA AGG CTT
TAG GGG TTA G - 3, antisens®®SPCP53R5'- CTT AAC CCA GCC TTG AAAT-3))
amplifica uma sequéncia de 905 nucleotideos. Eatgrmiento inclui o gene codificador da
ORF 5 com 780 nucleotideos.

O par de oligonucleotideos utilizados para a clemago gene em vetor de expressao
(senso: RSEXPCPF2 5—- ACA GGA TCC ATG GCA AGT CAG - 3, antisenso:
RSEXPCPR2: 5* CAC GAA GCT TCC ACA GTC AA - 3’) amplifica uma sequéncia de
809 nucleotideos, que inclui o gene codificadopideina capsidial. Estes oligonucleotideos
apresentam sitio para as enzimas de restrBaoH| (sense) eHindlll (antisense)
(sublinhados).
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1.4 Sintese de cDNA

Para a producdo do DNA complementar (CDNA), a paddi RNA total, utilizou-se
um volume de reacdo de 3@ que continha: 1ug de RNA total e 10ug/mL de
oligonucleotideo antisenso, desnaturados a 95°C @aninutos; tampédo (50 mM Tris-HCI
pH 8,3; 75 mM KCI; 3 mM MgG); 10 mM DTT,; 0,2 mM de cada dNTP (dGTP, dATP,
dCTP e dTTP); 2 unidades de inibidor de RNAse eudidlades de transcriptase reversa
“Superscript II” (Invitrogen). A reacéo foi incubagor 2 horas a 42°C.

1.5 Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da PolimeeagPolimerase Chain Reaction”
- PCR)

O volume da reagéo de PCR foi dejp25consistindo de tampé&o (20 mM Tris-HCI pH
9,5; 50 mM KCI); 5 mM de MgGJ 0,2 mM cada dCTP, dGTP, dATP e dTTP;mL de
cada oligonucleotideo (senso e anti-sensojLlde cDNA e 3 unidades de Tagq DNA-
polimerase (Invitrogen).

O programa de PCR, realizado em um termocicladdrRdsearch, envolveu uma
desnaturacdao inicial de 94°C por 4 minutos e 3l@£ide 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1
minuto de anelamento a 50°C e 1 minuto de exteas@®yC, seguidos de extensao final por
10 minutos a 72°C. Os fragmentos de DNA amplifisafdoam submetidos a eletroforese em
gel nativo de agarose 1% em tampéao TAE (40 mM HiG$- 20 mM de acetato de sodio e 1
mM de EDTA, pH 8,3) a uma voltagem de 80V, coradm drometo de etidio (0,Q&g/mL)

(Sambroolet al., 1989) e visualizados sob luz ultravioleta.

[1.6 Purificagdo do DNA amplificado por PCR

A purificacdo dos fragmentos amplificados foi feiutdlizando-se o “Minelute Gel
Extraction Kit” (Qiagen). Em linhas gerais, a barfdemada pelo fragmento de DNA foi
extraida e tratada com um tampéo de solubilizagiclp minutos a 50°C até a completa
dissolucdo da agarose. Em seguida, foi adicionadolume de isopropanol e a amostra
aplicada a uma coluna de afinidade, sendo entéifagada por 1 minuto a 10.000 g

descartando-se o efluente. ApGs lavagens paranelg@o de possiveis contaminantes e restos
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de oligonucleotideos a coluna foi colocada em uxworiobo coletor e 0 DNA amplificado foi
eluido em tampdo de eluigdo sob centrifugacdo peintito a 10.000 y.
O DNA foi quantificado em gel de agarose 1%, uitido-se “Low DNA Mass

Ladder” (Invitrogen) como marcador.

[1.7 Clonagem do gene para sequenciamento

[1.7.1 Reacao de ligacao em vetor de sequenciamerfitOPO-TA)

Apés a purificacdo do fragmento amplificado foilisda a reacdo de ligacdo do
produto de PCR ao vetor TOPO TA (Invitrogen), comfe orientacéo do fabricante.

[1.7.2 Transformag&o em célula competente

ApoOs a reacdo de ligacdo procedeu-se a transfoom@dgévetor recombinante em
Escherichia colilinhagem TOP10, utilizando-se pl. de células quimiocompetentes @3
da reacéo de ligacdo. Essa mistura permaneceumdgante 1 hora e, entdo, foi submetida
ao choque de temperatura por 1 minuto a 42°C enmaviz colocada no gelo por 2 minutos.
Em seguida, foram adicionados 380de meio liquido SOC (meio SOB: peptona, extrao d
levedura, KCI e NaCl, 10 mM de glicose e 10 mM dg*le o meio agitado a 200 rpm
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, as bacféra® plaqueadas em meio solido seletivo
(meio Luria Bertani - LB, ampicilina 100ug/mL), contendo ainda 4L de “5-bromo-4-
cloro-3-indolylf3-D-galactopyranoside” 20 mg/mL (X-Gal), utilizadoarp a deteccéo
colorimétrica da atividade da enzinfagalactosidase. Apés crescimento durante a noite a
37°C, as colbnias brancas foram testadas por P@Rcpanprovar a existéncia do inserto. As
colbénias que apresentaram o inserto foram utiligadamo fonte de inéculo em tubos
individuais contendo 5 mL de meio liquido selet{8, ampicilina 100ug/mL) sob agitacdo
constante a 37°C durante 16 horas.

A extracdo do DNA recombinante foi feita utilizarsi® o “PureLink Quick Plasmid
Miniprep kit” (Invitrogen), seguindo instrugdes ¢abricante. O DNA plasmidial foi eluido
em 50pL de tampéao TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0).

Apés a extragdo do DNA plasmidial dos clones seteos, foi feita digestdo com
enzima de restricAoECARI). A comprovacdo da formacdo do DNA recombinafue
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verificada através da liberacdo do fragmento dextdnm esperado. A analise dos produtos de
digestéao foi feita em gel de agarose 1%.

[1.8 Sequenciamento do gene em vetor TOPO TA

O DNA plasmidial purificado foi sequenciado pelariéa de reacdo de terminacao
em cadeia (Sangeat al, 1977), utilizando-se o sequUenciador automatisB1“377 DNA
Sequencer” (Laboratorio de Estudos Gendémicos, IBIMNESP — S&o José do Rio Preto,
SP) e o “ABI PRISM BigDye Terminator Cycle SequemcReady Reaction Kit” (Applied
Biosystems), seguindo-se as instru¢des do fabdcant

O seqguenciamento de um unico clone foi realizadodwis sentidos de leitura (sense e
antisense) com 3 repeticbes e o alinhamento dagései@s consenso utilizando-se o
programa Multalin (http://prodes.toulouse.inra.fultalin/multalin.html). A sequéncia de
aminoacidos deduzida foi determinada pelo programaTranslate

(http://www.expasy.org/tolls/dna/htinké a estimativa da massa molecular feita pelorprog

ExXPASy Proteomics Server, disponivel no site <Hhp:expasy.org/tools/protparam.htmi>.

[1.9 Analise Filogenética

As relacdes filogenéticas foram inferidas através mtograma PAUP v.4.0b10
(Swofford, 1997), pelo método de maxima parcim@iatilizando-se teste de confianca de
topologia pootstrap de 500 réplicas. O alinhamento das sequéncia®ifoi com o auxilio
do programa Multiple Sequence Alignment — CLUSTAL(Whompsoret al, 1994). Como
algumas sequéncias depositadas no GenBank saaipateiarvores filogenéticas foram
feitas: a primeira utilizando variantes com segigrompleta da CP e outra utilizando-se
sequUéncias correspondentes a regidao central da §ama o alinhamento das sequéncias
foram selecionadas variantes representantes de gadados 4 grupos recentemente
identificados por Nolascet al (2006) e Menget al (2006). Os valores de identidade foram

obtidos através do site <http://bioinformatics.engg/ident_sim.html>.
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[1.10 Clonagem do gene para expressao

[1.10.1 Clonagem no vetor pGEM — T Easy

Apébs a reacdo de PCR (utilizando-se os oligonticleos desenhados para expressao
do gene) e a purificacdo do fragmento amplificanloréalizada a reacéo de ligagdo com o
vetor “pGEM — T Easy Vector System 1", seguindooaigntacdes do fabricante (Promega).
Em seguida, o plasmideo recombinante foi transfdamemE. coli linhagem TOP 10 e

purificado, conforme descrito no item 11.7.2.

[1.10.2 Digestao enzimatica com BamHI e Hindlll

O vetor de multiplicagdo recombinante foi digeridom as enzimas de restricao
BanHI e Hindlll (Promega). Para cadapy de DNA foram utilizadas 10 unidadesyll) de
cada enzima. A reacédo foi incubada a 37°C por 2shera 65°C por 15 minutos e, em
seguida, submetida a eletroforese em gel de agafdseA banda referente ao fragmento

digerido com as enzimas foi extraida conforme d@eseo item 11.6.

11.10.3 Digestédo enziméatica e defosforilacdo do v@atde expressédo (pET 28a)

ApoOs a digestdo com as enzimas de restiBgioH| e Hindlll (conforme descrito no
item 11.9.2), o vetor de expressao foi defosfordadilizando-se a enzima fosfatase alcalina de
intestino de bezerro (CIAP) (Gibco). O produto deasiacao foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1% e a banda correspondente aodigéoido foi extraida de acordo com o

item 11.6.
[1.10.4 Ligagao do inserto no vetor pET 28a
Para a reacdo de ligacdo foram utilizadas 50 ngealor previamente cortado e

defosforilado, 65 ng de inserto (fragmento liberddovetor de multiplicacéo), 3 unidades de

T4 DNA ligase e tampéo de ligacdo (Promega). Aumastoi submetida a 4°C por 16 horas.
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[1.10.5 Transformag&o em célula competente

AplOs a reacdo de ligacdo procedeu-se a selecdoredosnbinantes que foram
transformados erk. coli linhagem BL21 — RIL, seguindo-se 0 mesmo protocascrito no
item 11.7.2. As colbnias foram testadas por PCRjeeas que apresentaram o inserto foram
utilizadas como fonte de in6culo em tubos individueontendo 5 mL de meio liquido
seletivo (LB, 10Qug/mL de canamicina e cloranfenicol e 2 mg/mL deagle) sob agitacdo e
aeracdo constantes a 37°C por aproximadamente ré8. Hésta cultura serviu como pré-

indculo para os testes de expressao descrito malite2.

[1.11 Sequenciamento do gene em vetor de exprep&d 28a)

As reacOes de sequenciamento foram realizadasnslegse as descricdes do item
I1.8, com algumas modificacdes. O sequenciamentvetor de expressao foi realizado em
um unico sentido de leitura (sense) utilizando-3@ 2g de DNA, JuL de oligonucleotideo
T7 - Promega (10 pmqiL) e 2 L da solucdo de BigDye. As seqUéncias obtidas foram
comparadas com aquelas depositadas no GenBank@#ranacédo da insercdo do gene da

proteina capsidial no vetor de expresséo pET 28a.

[1.12 Testes de expressao

Inicialmente 70QuUL do pré—indéculo foram transferidos para um novmtaontendo 7
mL de meio liquido seletivo (LB, 10@g/mL de canamicina e cloranfenicol e 2mg/mL de
glicose). O tubo foi mantido sob agitacao e aeracdd@°C por 90 minutos. Quando a cultura
de células atingiu a densidade éptica de 0,6 arB5@ninducdo da expresséao foi feita com
1mM de isopropilB-D-galactosidase (IPTG), a 37°C por 4 horas solag@p de 200 rpm.

Foram coletadas amostras apés 30 minutos, 2 hdré®ras de inducéo.
[1.13 Andlise em gel desnaturante de poliacrilamid@8DS-PAGE) 12%
A eletroforese foi feita em gel desnaturante de poléanida (SDS-PAGE) segundo

Laemmli (1970). As proteinas foram desnaturada@04C durante 3 minutos em tampéao de
amostra (125mM Tris-HCI pH 6,8, 4% de dodecil solfde sédio (SDS), 20% glicerol, 10%
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2-mercaptoetanol (2-ME), 1 mM azul de bromofendf.amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 16.000 g e 10pL do sobrenadante de cada amostra foram aplicanlggin A
eletroforese ocorreu por 2 horas a 40 mA em aparklimi Protean Il (BioRad). Os géis
foram fixados e corados em mistura contendo metapla, acido acético nas proporcdes
5:5:1 e 0,25% de comassie Blue por 3 horas e dedm®rcom metanol e agua (1:1) por 18

horas.

[1.14 Expressao de proteinas para purificacdo

Inicialmente 25 mL de pré-inoculo foram transfesdmara um novo tubo contendo
250 mL de meio liquido seletivo (LB, 1 §/mL de canamicina e cloranfenicol e 2mg/mL de
glicose). O tubo foi mantido sob agitacéo e aeracd@®° C por 90 minutos e em seguida foi
feita uma leitura da amostra em espectrofotomémndo a cultura de células atingiu a
densidade Optica de 0,6 a 550nm a inducdo de egurdesi feita com 1mM de IPTG por 4
horas. O meio de cultura foi centrifugado por 2Gutos a 3.000 g e 4°C. O pellet foi
ressuspendido em 20 mL de tampao de lise (20mMtioste sédio, 500mM cloreto de sddio,
6M guanidina, pH 7,8) A solucdo foi submetida aussps de 15 segundos a 300 W em
sonicador (Marconi, modelo MA 103) para lise celul amostra foi centrifugada por 20
minutos a 4.000 xy e 4°C. A fase aquosa coletada, contendo a protieaaturada, foi

utilizada para a purificacdo da proteina de ins&es

[1.15 Purificacdo da proteina recombinante em colarde afinidade

ApoOs expressédo, a proteina de interesse foi padidiqoor cromatografia de afinidade
em coluna contendo resina de niquel (Ni-NTA), comi® instru¢des do fabricante
(Invitrogen). As amostras resultantes da eluicdanpanalisadas em SDS-PAGE 12% e as
fracbes contendo a proteina capsidial recombinalite RSPaV-SP foram reunidas e

concentradas utilizando-se colunas Centricon-3dlifdrie).

[1.16 Producéo de anti-soro policlonal

A producdo do anti-soro policlonal contra a praeitapsidial recombinante do

RSPaV-SP foi realizada no Laboratério de Virolog2epartamento de Entomologia,
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Fitopatologia e Zoologia Agricola da Esalg/USP raéicaba) sob orientacdo do professor
colaborador Dr. Jorge A. M. Rezende.

Coelho branco da raga Nova Zelandia foi imunizasio injecéo inicial de 30Qg da
proteina purificada misturada (1:1) com adjuvange Fdleund completo (Sigma). Quatro
injecbes subsequentes foram administradas semamalmeom 300ug de proteina por
injecdo misturadas (1:1) com adjuvante de Freuoohipleto (Sigma). O anti-soro foi obtido
uma semana apos a ultima injecdo e estocado a —EBt€ anti-soro foi analisado quanto a

titulacéo e especificidade por “Western-blot” e EAl

[1.17 Pré-adsorcao do anti-soro policlonal

Inicialmente foi realizada a extracdo de proteagtaltde 1g de folha de videira sadia
em 5 mL de tampao de extracdo (50mM Tris-HCI| pH 4mM sacarose, 20% glicerol,
5mM MgChk, 10 mM KCI) contendo 1mM de inibidor de protea¥ehenyl methyl-sulfonyl
fluoride”, PMSF), 25mM de 2-ME e 200mM de sulfite dédio. Este extrato foi filtrado em
gaze e a ele foi adicionado o anti-soro policlonal propor¢do de 1:1. Esta mistura foi
incubada por 4°C durante 16 horas. Apés centrifigaiurante 10 minutos a 10.00@»0

sobrenadante foi coletado e estocado a 4°C.

[1.18 Extracéo de proteinas totais

Folhas e peciolos de plantas sadias e infectadasR&PaV foram homogeneizadas
em 5 volumes de tampéao de extracédo (125 mM TrisptC6,8, 4% SDS, 20% glicerol, 10%
2-ME, 1 mM azul de bromofenol) contendo 1 mM de FVI8p0os centrifugacédo a 10.00@x
por 20 minutos, 1L do sobrenadante de cada extrato foram aplicaudS[RS-PAGE 12%.

11.19 “Western-blot”

Apos separacdo em gel (SDS-PAGE 12%), as protdorasn transferidas para
membrana de “Polyvinyl difluoride” (PVDF) (AmershaRharmacia Biotech) em um
eletrotransferidor (Mini Trans-Blot Electrophoreficansfer Cell Bio-Rad) operando por 60
minutos a 130mA. O tampéao de transferéncia utibzfi o Tris-Glicina (25 mM Tris, 192

mM Glicina) contendo metanol 20%.
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A deteccdo da proteina viral foi realizada atragiésincubacdo da membrana em
tampdo PBS-T (10 mM fosfato de sédio, 150 mM NaEl,7,2, 0,3% Tween-20) contendo
3% de albumina de soro bovino (BSA) por 3 horas.seéguida, a membrana foi incubada por
1 hora com o anti-soro especifico pré-adsorvido dilascoes 1:1000; 1:2000 e 1:4000 em
tampéo PBS-T contendo 0,3% de BSA e heparingu¢2®L). A membrana foi lavada com
tampdo PBS-T e incubada com anti-soro anti-imurimgina do tipo G (IgG) de coelho
acoplado com fosfatase alcalina (Promega) dilurddaampao PBS-T contendo 0,3% de BSA
na proporgcdo de 1:7.500 por 1 hora. Apos lavagens tampdo PBS 1 X, o substrato 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato/nitro-blue tetrazol(BCIP/NBT) foi adicionado a membrana

até o aparecimento do resultado da reacéo (copagoilira).

[1.20 “Plate Trapped Antigen — Enzime Linked Immursorbent Assay” (PTA-ELISA)

Esta técnica foi realizada no Laboratério de Vg (Departamento de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia Agricola da Esalg/USP -+faéitaba) com a colaboragdo do
professor Dr. Jorge A. M. Rezende.

Extratos de folhas e peciolos de plantas sadiasfestadas pelo RSPaV foram
preparados utilizando-se 50 volumes de tampéao satbd15mM NaCOs;, 35mM NaHCQ,
3mM NaN;, pH 9,6). Em seguida, 100L de cada amostra foram aplicados na placa de
ELISA e incubados a 4°C durante a noite. Ap6s lamagcom tampédo PBS-T, o anti-soro
policlonal primério anti-RSPaV-SP (diluido 1:1.000) adicionado a placa e esta incubada a
37°C por 2 horas. A placa foi submetida a lavagens tamp&o PBS-T e entdo incubada com
anti-soro secundario (anti-IgG de coelho conjugenim fosfatase alcalina diluido 1:30.000,
Sigma) a 37°C por 2 horas. O substiafosfato de nitrofenil (diluido em dimetanolamina —
0,6g/mL) foi adicionado a placa e incubado a temtpea ambiente no escuro. Apés 30-60
minutos a reacao foi observada visualmente peloeapaento de cor amarelada e entéo

medida a absorbancia a 405 nm no leitor de ELISA.
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[11.1 Clonagem e sequienciamento do gene da protetapsidial do RSPaV-SP

[11.1.1 Amplificacédo por RT/PCR

O produto da reacdo de PCR evidenciou uma bandapaximadamente 900 bp
(Figura 5).

900

600

100

Figura 5: Gel nativo de agarose 1% mostrando a amplificagafsagmento contendo o gene
da proteina capsidial do RSPaV-SP. (M) Marcadortaieanho molecular 100 pb DNA
Ladder (Invitrogen). (1) Produto amplificado com@pmadamente 900 pb (seta).
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[11.1.2 Digestdo enzimatica do vetor de sequenciamt (TOPO TA)

Apés a digestdo com a enzima de restri€&aR| foi comprovada a formacéo do DNA
recombinante (Figura 6, linha 1) com a liberacdoude fragmento de aproximadamente
900bp (Figura 6, linha 2).
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Figura 6: Gel nativo de agarose 1% mostrando a formacaoNid plasmidial (TOPO TA)

recombinante que contém o gene da CP do RSPaWwBmdrcador de tamanho molecular
(100 pb DNA Ladder - Invitrogen). (1) DNA plasmitieecombinante extraido do clone
selecionado. (2) DNA plasmidial digerido cdBtoRl e o fragmento de interesse liberado

(aproximadamente 900 pb - seta).
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[11.1.3 Sequenciamento automatizado do gene

A sequéncia do gene da proteina capsidial do RSR¥presentou 780 nucleotideos
e 259 aminoacidos deduzidos (Figura 7). Nesta seaiéi encontrado o motivo conservado
‘RR/QX---FDF’, localizado na regido central da séqc¢ia de aminoacidos deduzidos (area
sombreada na Figura 7).

10 20 30 40 50

001- at ggcaagt caggt t ggaaaat t gcct agcgaat caaat gaagcgt at gaggct agact t

M A S QV GKLPSESNEAYEARL 02
061- aaggct tt agagct agcaagggcccaaaaagct ccagaagt ct ccagccaacct cccaca

K AL EL ARAQKAPEVS S QP P T 040
121- ctt ggaggcat t ct agccaaaaggaaaagagt gat t gagaat gcact ct caaagacagt g

L GGGl L AKRIKIRVI ENAL S KT V 060
181- gat at gcgt gaagt ct t aaggcat gaat ct gt t gt act ct ct ccgaat gt gat ggacgag

DMREVLIRHESVVL SPNVMD E 080
241- ggagcaat agacgagct ggtt cgt gcct t t ggggagt cgggaat agct gaaaat gt gcag

G AI DELVRAFGESGI A E NV Q 100
301-tttgat gttgcaatagacattgctcgeccgcetgttct gat gt ggggagct ct cagaggt ca

F DV AI DI ARRTC CSUIDVSGS S QR s 120
361-accct catt ggt aaaagcccctt ct gt gagt t aaat aggt ct gaaatt gccggaat aat a

T LI GKSPFICEILNIRSEI A G | 140
421- agggaggt aaccacgct gcgcagatttt gcat gt act acgcaaagatt gt gt ggaacat c

R EVTTLRRFCMYYAIKI V WN I 160
481-cattt ggagacgggaat accaccagct aat t gggccaagaaaggat t t aat gagaat gaa

HLETGI P PANWAI KUK GTFNE N E 180
541-aagtttgcagcctttgacttcttccttggagt cacagat gaaagcgcgcttgagcct aag

K F ANAFDEFL GVTDZESA AL E P K 200
601- ggt ggagt caagagagct ccaacaaaagcagagat ggt cgct aatattgcctcttttgaa

G GV KRAPTIKAEMVANI A S F E 220
661- gt caaagt gct cagacagact at ggct gaaggaaagcggagct ccaat ct t ggagaaat t
V K VL RQTMAEGI KRS S NUL G E I 240

721- agtggtggaacggctggggcgcttatcaacaacccctttgcaaatgttacgcatgaataa
A A LI NNWPJFANUVTMHE *

Figura 7. Sequéncia de nucleotideos (acima) e aminoacidosuzitld (abaixo)
correspondentes ao gene da CP do RSPaV-SP. O mativservado ‘RR/QX---FDF’
encontra-se sombreado. Os nucleotideos em negtifpdorrespondem ao cédon de inicio da
ORF6 e os nucleotideos duplamente sublinhados4{i#687) compreendem a regido central
utilizada para construcdo da arvore filogenétita.qodon de terminacéo (taa). Acesso no
GenBank: DQ443732.
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[11.1.4 Alinhamento e andlise filogenética das sediincias

Os valores de identidade entre a seqiiéncia de aowlos deduzidos e nucleotideos
correspondentes a regido central do gene da psoteipsidial do RSPaV-SP com outras

variantes do virus sdo mostrados na Tabela 1.

O alinhamento das seqiéncias de nucleotideos deatgvariantes do RSPaV esta
representado na figura 8, mostrando as diferemteslizacbes do cddon de iniciagcdo da
ORF®6.

A figura 9 representa a arvore de maxima parcimdaiaequéncias génicas parciais,
onde 4 grupos (1, 2, 3 e 4) foram formados comregalde “bootstrap” superiores a 70%. A
arvore obtida com sequéncias completas do genePdap@sentou topologia similar (dado

nao apresentado).

Tabela 1 Porcentagem de identidade da sequéncia de andneadeduzidos (aa) e
nucleotideos (nt) correspondentes a regido caldrgene da proteina capsidial do RSPaV-SP
com outras variantes dRupestris stem pitting-associated vir@snumero de acesso no banco

de dados GenBank encontra-se na primeira coluna.

Acesso GenBank Grupos de RSPaV-SP
Variantes aa nt

G-1

AY927676 E105G 91,1 81,6

DQ278615 SeyeVillard 94,6 81,4

AF057136 RSPaV-1 91,9 81,9

AF026278 GRSPaV 91,9 81,6
G-2

AY881626 RSPaV-SG1 89,2 83,2

AY927673 M3135 91,5 83,7

DQ278616 Trebbiano 94,6 83.2
G-3

AY881627 RSPaV-BS 98 92,5

DQ278606 Niagara 96,9 88,2

AY927672 D-10 97,7 91,4
G-4

AY927685 Vs28421 91,9 82,8

DQ278609 Merlot 93,9 83,2
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(nt 458-532) 458 506

RSPaV1 ATGCAAAAATCGT GTGGAACAT CCATCTGGAGACGGGGATACCACCAGC

GRSPaV ATG - - - - s s o

Ni agar a ATG--------------- LR T----- C -

D10 ACG ------ IEEEEEEEEEE TS IR T

BS ACG ------cmemeii e T---T----eeee - Areemeee -

RSPaV- SP ACG---G-T--------------- Toooeeme--- Areemeee -
507 532

RSPaV1 AACCTGGGCCAAGAAAGGATTTAATG

CRSPaV ~  meeeeeeee oo ATG

Ni agara e R ATG

D10 T G -ATG

BS R ATG

RSPaV- SP R ATG

Figura 8: Alinhamento da seqiiéncia de nucleotideos de algwasaantes do RSPaV,
mostrando o codon de iniciacdo (ATG) da ORF6 erardiftes localizacdes (posicdo 458 e

530) da ORF5. Nucleotideos idénticos estéo reptades por tracos (-).

AclV

E105G

1071 p—— SeyveVillard
RSPal-1 1
GE&Pal
Trebbiano

63 o8 RSPaV-SG1 2

A[313=
0 e V528421 |
L Merlot
Niagara
8 _ DIO
38 RSPaV-BS |3
ESPaV-5P

99

Figura 9: Arvore filogenética com base no alinhamento dai@ecdja parcial de nucleotideos
da proteina capsidial do RSPaV-SP com outras \tasado virus.Grupo 1: linhagem
GRSPaV;grupo 2. linhagem GRSPaV-SGIgrupo 3: linhagem GRSPaV-BSgrupo 4
GRSPaV-VS. Os valores de “bootstrap” (localizadogsgjuerda) sdo representados em
porcentagemGrupo externo: AcLV — Aconitum latent virusgéneroCarlavirus (Acesso no
GenBank NC002795.)
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[11.2 Clonagem e expressao do gene da proteina adiptdo RSPaV-SP

[11.2.1 Digestao enzimatica do vetor de expressaplkT 28a)

O DNA plasmidial recombinante extraido do clonesieinado por PCR foi digerido
com as enzimas de restricd®anH|l e Hindlll, comprovando a formacdo do DNA
recombinante (Figura 10, linha 1) com a liberagdaich fragmento de aproximadamente 800

bp (Figura 10, linha 2).

LA
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Figura 10: Gel nativo de agarose 1% mostrando a formacao da plismidial (pET 28a)

recombinante que contém o gene da CP do RSPaWBMMarcador de tamanho molecular
(100 pb DNA Ladder - Invitrogen)l) DNA plasmidial recombinante extraido do clone
selecionado(2) DNA plasmidial digerido conBanHI e Hindlll e o fragmento de interesse

liberado (aproximadamente 800 pb - seta).
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[11.2.2 Expressdo em E. coli e purificacdo da prof@a capsidial recombinante do
RSPaV-SP em coluna de afinidade

A confirmacado da expressao foi feita através daadizacdo da proteina recombinante
com massa molecular aproximada de 32 kDa (28 kizaerde a CP do RSPaV e 4 kDa
referente a cauda de histidina do vetor) (Figuraifihas 1 a 4). A purificagdo em resina de
niquel possibilitou a obtencdo da proteina recoarignde 32 kDa, como visto em gel corado

com Comassie blue, apds concentracdo em colunasdoar30 (Figura 11, linha 5).

kDa

66

45

36

29

Figura 11. SDS-PAGE 12% da expressdo ém coli e purificagdo da proteina capsidial
recombinante do RSPaV-SP em coluna de nig{M). Marcador de massa molecular
BenchMark (Invitrogen). Extrato de céluld4) antes da inducad?) apés 30 minutoy3)
apos 2 horas @) apos 4 horas de inducdo da expressdao com 1mMTd&. [B) Proteina
capsidial recombinante do RSPaV-SP purificada ecammnaga, com massa molecular
estimada de 32 kD&
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[11.2.3 Detecc¢éo da proteina recombinante por “Wesrn-blot”

A especificidade do anti-soro produzido para aginat capsidial recombinante do
RSPaV-SP foi determinada por testes de “Westerti-blo anti-soro foi eficiente em detectar
50 ng de proteina purificada até uma diluicdo @&4.000 (Figura 12). Na diluicdo 1:4000 o
anti-soro foi efetivo na detec¢do de até cercazlaglde proteina recombinante purificada
(Figura 13, linha 3). A andlise dos extratos poredférn-blot” de proteinas totais de folhas de
videira mostrou que o anti-soro (diluido 1:4000)dficiente na deteccdo do virus em extratos

de plantas infectadas (Figura 14, linhas 3 e 4)) s=acdo com extrato de plantas sadias
(Figura 14, linha 2).

Figura 12. Deteccdo por Western-blot da proteina capsidiabrméinante purificada do
RSPaV-SP em diferentes diluicbes do anti-soro. dsnfmpares correspondem a proteina
purificada do RSPaV-SP; linhas pares correspondepossivel proteina do movimento
recombinante purificada dBepper ringspot tobravirugPepRSV). Diluicbes do anti-soro
para deteccdo de 50ng de proteina purificada:dihh& 1:1000;3, 4 1:2000;5, 6 1:4000;

7, 8 1:8000;9, 10 1:16.000;11,12: 1:32:000;13, 14 1:64:000
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Figura 13. Sensibilidade do Western-blot para a deteccdo fiwedies concentracbes da
proteina capsidial recombinante purificada do RSB&Vha diluicdo de 1:4000 do anti-soro.
Linhas1: 50ng;2: 25 ng;3: 12,5 ng#4: 6,25 ng.

M1 2 3 4 5

LF=

e

40 o

30 o

Figura 14. Deteccao por Western-blot da proteina capsididR8BaV em extratos de
folhas de videiraM: Marcador de massa molecular (MagicMark XP Westtandard —
Invitrogen);1: Proteina capsidial recombinante purificada do ®8BP;2: Extrato de planta
sadia; 3, 4 e 5. Extrato de plantas infectadas das cultivares Bfakihe TP 1780), Itélia
(clone SMA 1536), Benitaka (clone LD 1587), respeenente. (*) Proteina capsidial.
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Atualmente, sdo conhecidas na videira cerca dealeirtg doencas consideradas de
origem viral. Existem relatos da ocorréncia de palenos sete importantes viroses em
videiras no estado de S&o Paulo. S&o elas: ennolanta folha, mosaico das nervuras,
mosaica da videira Traviu e as viroses do compteExtenho rugoso da videira, o qual inclui
a acanaladura do lenho de Kober, fendilhamentacagracanaladura do lenho de LN33 e o
lenho estriado de rupestris ou cascudo (Kuniyu®r,8l Kuniyuki & Costa, 1982; Kuniyuki,
1989; Kuniyuki, 1994; Kuniyuket al, 1994, 2001). A ocorréncia destas viroses no Béasi
resultado da multiplicacdo de clones de variedadescionais de copa e porta-enxerto, cujos
materiais propagativos estavam inicialmente inflrta Os virus responsaveis por estas
doencas podem apresentar alta incidéncia em vdaedanportantes para a viticultura
nacional (Kuniyuki & Costa, 1987; Kuhn & Fajard@d5).

O controle destas viroses pode ser feito de madefe pelo emprego constante de
material livre de virus através da utilizacdo dget® de sanidade antes da propagacdo das
mudas, o0 que impede a disseminagdo do virus (Am&rkkuniyuki, 1997). No Brasil, uma
das formas de diagnéstico sdo os testes biologioos enxertia em videiras indicadoras
(Amorim & Kuniyuki, 1997; Lima, 2002). No entanta, obtencdo de resultados pode levar
até trés anos, o que torna estes testes bastambeadios.

Métodos alternativos de deteccdo de virus em adgpiie oferecam resultados mais
rapidos e ao mesmo tempo confiaveis nas triagecisi;ido material de propagacao sao de
grande interesse para a diminui¢do da incidénataseiroses.

O lenho rugoso da videira apresenta grande impoadatondmica para a viticultura,
razdo pela qual € objeto de constante atencdorngsamas de selecdo sanitaria dos diversos
paises viticolas (Kuhn & Fajardo, 2006). Rupestris stem pitting-associated virugrus
associado ao lenho estriado ou cascudo do Rupedfie constitui uma preocupante virose
do complexo do lenho rugoso da videira, foi escldhiomo tema central desta pesquisa.
Com o objetivo de contribuir para o controle degt@se no Brasil, foram propostos o
sequenciamento do gene da proteina capsidial (EPJnd isolado brasileiro do RSPaV
(RSPaV-SP), sua expressao Estherichia coli purificacdo e producdo de anti-soro para a
proteina capsidial recombinante.

Este virus tem sido detectado em muitos paises anddeira é cultivada (Menet
al., 1999a; Stwart & Nassut, 2001; Tarnowskial, 2002; Dovas & Katis, 2003). A analise
de seqUéncias do RSPaV obtidas de videiras afepmladenho estriado do Rupestris tem
sugerido que o virus & muito diversificado, constdo uma familia de sequéncias variantes
(Menget al, 1999b; Rowhanet al, 2000; Soarest al, 2000; Santost al, 2003; Casatet
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al., 2003; Terlizzi & Credi, 2003; Limat al, 2003; Mencet al, 2005; Nolascet al., 2006;
Habili et al, 2006; Talquencat al, 2006).

Comumente, além da diversidade de sequéncias, tems@nmais de uma variante do
RSPaV infectando a mesma planta (Meb@l, 1999b; Rowhanet al, 1999, 2000; Nolasco
et al, 2006). Diante disto, no presente trabalho, &&donado apenas um clone (colénia)
contendo o DNA plasmidial recombinante para regémado sequenciamento. O resultado
obtido evidenciou que o gene da proteina capgididSPaV-SP apresenta uma sequéncia de
780 nucleotideos e 259 aminacidos deduzidos, cossanaolecular de 28 kDa, semelhante
as sequéncias descritas na literatura (Zledrad, 1998; Menget al, 1998). Na regido central
da seqiiéncia de aminoacidos deduzidos foi encantagchotivo ‘RR/QX---FDF’, também
identificado em outras seqUéncias variantes do RYMeng et al, 1998; Nolasceet al,
2006). Este motivo € conservado em CPs de virlRNi& de fita positiva com morfologia
filamentosa e esta possivelmente envolvido na fogmale pontes salinas, 0 que parece ser
importante para a estrutura da proteina capsidi|d et al, 1991).

A analise comparativa da sequéncia parcial de atidens e aminoéacidos
correspondentes a regido central do gene da CRA{rb87) entre o RSPaV-SP com outras
sequéncias do RSPaV depositadas no GenBank (THbelastrou que este isolado brasileiro
esta mais relacionado com a variante BS do RSPB¥rtflle Seyve 5563”; Mengt al,
2005). A analise filogenética da sequiéncia paéahucleotideos correspondentes a regido
central do gene mostrou que os isolados do RSP#6 eggregados em quatro grupos
distintos, como previamente identificado por Notast al (2006) e Menget al (2006). O
primeiro ramo compreende a linhagem GRSPaV-1, mglaiios isolados GRSPaV (Zhaat
al., 1998) e RSPaV-1 (Mengt al, 1998) primeiramente descritos e 0s quais contipanti
identidade de 98% do seu genoma completo. O isdR&®aV-SP foi incluido no grupo 3
(linhagem GRSPaV-BS), apresentarmmtstrapde 78%, sendo este agrupamento reforcado
pelos altos valores de identidade com as variattesiesmo grupo (Tabela 1). O teste de
confianca de topologiabotstrap representa a consisténcia interna dos ramos, oade
valores acima de 70% revelam confiabilidade a fgénalos ramos (Hillis & Bull, 1993).

Além da existéncia de quatro grupos distintos, toides comparativo da estrutura
gendmica realizado por Meng e colaboradores (2@8&la que ha uma distribuicdo distinta
das variantes do RSPaV. As variedades de copa pedenmfectadas por uma mistura de
diferentes variantes, enquanto as variedades de-@oxerto infectadas por uma populacao
homogénea de uma Unica variante. A linhagem danarimais encontrada pelos autores nas

variedades de copa foi a GRSPaV-SG1 (grupo 2) deqela linhagem GRSPaV-1 (grupo
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1). As outras duas linhagens de variantes, GRSFa\gBupo 3) e GRSPaV-VS (grupo 4),
foram detectadas em menor frequéncia nas variedbeElespa e ndo foram detectadas nas
variedades de porta-enxerto. O sequenciamento ttesoulones do RSPaV-SP podera
elucidar quais variantes e a frequéncia com queadarrem em videiras no Brasil. A pratica
de enxertia na viticultura aliada a infeccdo assidttica do RSPaV e a troca regional e
internacional frequente de material de propagae@etativo pode ter levado a distribuicédo e
infeccdo mista entre as variedades de copa. Emtineta possivel origem e evolucdo das
variantes do RSPaV ainda nao foi totalmente esstiaeabrindo caminho para novos estudos
sobre a diversidade de seqiiéncias deste virus (Mearig2006).

O genoma do RSPaV apresenta seis cadeias abet@sideque codificam proteinas
envolvidas na replicacao (ORF1), movimento céldlada (ORF2-4) e formacgéo do capsideo
viral (ORF5) (Martelli & Jelkmann, 1998, Meng & Gsalves, 2003). A ORF®6, identificada
por Zhanget al (1998), sobrepde a ORF5 em 332 nucleotideosicadifo uma proteina de
119 aminoécidos com massa molecular de 14 kDa. mgafu desta proteina ainda é
desconhecida. A existéncia desta ORF tem sido ptajfiaseando-se na ocorréncia ‘in frame’
de codon de iniciacdo e finalizacdo. O cédon dgagéo da ORF6 esta localizado na regido
central (nt 458) do gene da CP (Zhasigal,1998) e apresenta-se conservada entre as
variantes analisadas (Nolaseb al, 2006). Entretanto, estes autores n&o localizasi®
codon de iniciagdo em um dos grupos de varianteRSBaV por eles analisado. Para este
grupo, linhagem GRSPaV-BS (grupo 3), o codon dgagéo mais proximo foi localizado 72
nt apos o coédon de iniciacdo citado por Zhahgl (1998), ou seja, no nucleotideo 530 da
ORF5, 0 que codificaria uma proteina de menor massgacular (10.7 kDa). Foi observado
que para o RSPaV-SP o cédon ‘in frame’ de iniciasta localizado somente na posicéo 530
da ORF5. No entanto, o alinhamento das sequiéneiasideotideos das variantes do RSPaV
incluidas no grupo 3 aqui analisadas, mostrou (gexj@éncia variante ‘Niagara’(Meegal,
2006) possui 0 codon de iniciagdo nas duas posigieseja, no nucleotideo 458 e 530
(Figura 3b). Estas variagbes levam ao questionamguénto a existéncia da ORF6 no
genoma do RSPaV (Nolasebal, 2006).

O estudo das viroses de videira apresenta vanasatides e, com isso, a etiologia de
muitas dessas doencas ainda é pouco conhecida &faliora técnicas moleculares, como o
RT-PCR e a hibridizacao “dot blot” com sondas dé&ADestejam sendo utilizadas para a
deteccdo de alguns virus da videira no Brasil (Maret al, 2005), sua aplicacdo em larga
escala ndo é adequada, em funcéo principalmenteudtss e da relativa complexidade das

técnicas. Tradicionalmente, as técnicas sorologipamcipalmente o ELISA, tém sido
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utilizadas para a deteccéo e diagnéstico de vieydahtas. Com relagéo aos virus da videira,
métodos imunoldgicos tém sido aplicados atravéstiiaacdo de anti-soros comerciais, que
quando existentes, sdo importados a um custo bastevado. Assim, a producédo de anti-
soro para 0 RSPaV no Pais é de grande interesseggeiah a producdo de anti-soros €
normalmente realizada via inje¢cdo de particulasivipurificadas na corrente sangiinea de
coelhos. Entretanto, devido a presenca de altosisnide substancias inibidoras, a baixa
concentracao viral na planta e localizacao restntioema (Mengt al, 2003), a purificacéo
deste virus torna-se um processo altamente tradmkacom obtencdo de preparacdes com
grau de pureza insatisfatorio. Considerando-ses disttacoes e a diversidade gendmica do
RSPaV, uma possivel solugcdo para estes problemagilizacdo de proteinas recombinantes
para a obtencdo de anticorpos.

A utilizacdo de técnicas de clonagem e expressgwateinas virais erkscherichia
coli, principalmente a proteina capsidial, tem permitad producdo e purificacdo dessas
proteinas em quantidades suficientes para a imganzée animais e consequente obtencdo de
anti-soros policlonais em larga escala (Nikolaeval, 1995; Vairaet al, 1996; Targoret
al., 1997; Linget al, 2000, 2007; Minafraet al, 2000; Menget al, 2003; Petroviet al.,
2003; Barbieriet al, 2004; Nickelet al, 2004). Os anti-soros assim produzidos normalenent
apresentam as mesmas propriedades daqueles otmithoa imunizacdo de particulas virais
purificadas. Existem evidéncias de que o anti-gmaduzido contra a proteina capsidial
recombinante do RSPaV é capaz de detectar os gyragos de variantes do RSPaV (Meng
et al, 2003).

O anti-soro produzido para a proteina capsidiamdgnante do RSPaV-SP foi efetivo
na deteccdo do virus por “Western-blot”, sem reag@n proteina heterdloga a partir da
diluicdo 1:4000. Nesta diluicdo, o anti-soro foetefo na deteccédo do virus em extratos de
plantas infectadas, sendo que nenhuma reacéo $ervama com extratos de plantas sadias.
Considerando-se que este virus apresenta variaigde®ncentracdo na planta durante as
estacdes do ano (Stwart & Nassut, 2001; Meingl, 2003; Minafraet al, 2000) e que os
testes soroldgicos foram realizados durante unag@stde baixa concentracdo do virus, estes
resultados podem ser considerados altamente satieta

Os experimentos realizados até o momento utilizaseda técnica de ELISA néo
apresentaram resultados satisfatérios. Além dailplidade do virus encontrar-se em baixa
concentracdo na planta durante a realizacdo dtestesstes resultados podem estar ainda
relacionados a utilizagdo da proteina recombindesmaturada para a producdo do anti-soro

policlonal. Grande parte da proteina capsidial mdzoante do RSPaV-SP expressa Em
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coli encontrou-se na forma insolavel, dificultando sudfigacdo em condi¢des nativas. Uma
das razbes para a alteracdo da solubilidade pdoalereacionada ao enovelamento incorreto
destas proteinas (Mitraki & King, 1989). Apés varidentativas mal sucedidas de
solubilizacéo da proteina, optou-se por produznt-soro para a proteina recombinante do
RSPaV em condi¢des desnaturantes.

Embora a deteccdo do RSPaV-SP néo tenha sido eefetiv ELISA, ainda néo é
possivel afirmar que este fato esteja diretameatacionado a utilizacdo de proteina
desnaturada para producdo do anti-soro. Obserma-diteratura que os resultados obtidos
com o dois anti-soros produzidos para a proteipaidial recombinante do RSPaV purificada
em condi¢des nativas sao conflitantes. De acordoMmatfra e colaboradores (2000), o anti-
soro anti-RSPaV também nao foi efetivo na detea@wirus por ELISA, sendo efetivo
apenas por “Western-blot” e “Dot-blot”. J4 os réstbs obtidos por Meng e colaboradores
(2003) mostram que o anti-soro produzido para agcBmbinante do RSPaV em condi¢gdes
nativas foi efetivo tanto para “Western-blot” quapara o ELISA indireto.

Outros fatores também podem ser fundamentais recgdet do virus, como as
flutuacbes de concentracéo viral na planta durasmiestacbes do ano (Stwart & Nassut, 2001;
Meng et al, 2003; Minafraet al, 2000) ou a presenca de altos niveis de subatnci
inibidoras da planta (Meng & Gonsalves, 2003). Feealente que novos estudos ainda se
fazem necessarios para estabelecer condi¢cdes emtgate ELISA seja efetivo na deteccdo
do RSPaV-SP, inclusive a producéo de anti-soropataina recombinante nativa.

Brevemente, estudos serdo iniciados para exprelss@ooteina capsidial do RSPaV-
SP emSaccharomyces cerevisjag que podera levar a producdo de proteina recamnts
em sua forma nativa. A medida que mais dados fodémlgados, melhores serdo as
condicbes para 0 aprimoramento destas técnica®rseguentemente, maiores serdo as
contribuicbes para a melhor execucdo dos prograleasontrole de viroses da viticultura

nacional.
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A realizacdo deste trabalho permitiu concluir que:

1- A sequéncia do gene da proteina capsidial daRSFHP é similar as sequéncias variantes
do RSPaV descritas na literatura, apresentandor na@ntidade com a variante BS (“Bertille
Seyve 5563”; Mengt al, 2005);

2- O anti-soro anti-RSPaV-SP mostrou-se eficierde deteccao por “Western-blot” de
pequena quantidade da proteina recombinante @d#ie também na deteccdo do virus em

extratos de plantas infectadas.
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