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Resumo

Neste trabalho, testou-se diversos ajustes para um RT-PCR multiplex, que
utiliza diferentes pares de oligonucleotideos ao mesmo tempo, o que pos-
sibilita a detecgao simultanea de varias espécies de virus, fator que diminui
o tempo e o custo das analises. Foram realizados testes para a deteccao
simultanea de virus de videira (Vitis spp.), realizando-se a extragéo de acidos
nucleicos com silica voltados a analise de rotina em laboratério, primers ran-
doémicos e pares de oligonucleotideos especificos ja descritos na literatura.
Foram avaliadas temperaturas de anelamento de 50 °C, 50,5 °C e 51 °C,
combinadas a cDNAs obtidos com os primer p(dT)15 e p(dN)6 e PCR com
oito pares de oligonucleotideos. Foram amplificados, com sucesso, fragmen-
tos dos virus Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine
leafroll-associated virus -2 e -3 (GLRaV-2 e GLRaV-3), Grapevine fleck virus
(GFkV) e Rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV).
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Introducao

A videira, quando acometida por viroses, sofre perdas em qualidade e pro-
dutividade dos frutos, gerando prejuizos ao produtor. Para se garantir que as
mudas sejam sadias, € necessario que as mesmas sejam provenientes de
plantas matrizes testadas em laboratério para a detecgéo de diversos virus.
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A deteccao de viroses em videira pode ser feita por meio de testes bioldgicos,
soroldgicos ou moleculares. Os testes biolodgicos sao realizados com a enxer-
tia ou inoculagao mecanica de plantas indicadoras, porém, sao trabalhosos e
demoram muito tempo para dar resultados. Os testes sorologicos dependem
de anticorpos especificos que se ligam ao virus, em métodos como ELISA,
dot-blot e Western blot. Os testes moleculares sao baseados na deteccao
dos acidos nucleicos do virus e sdo realizados por métodos como o PCR,
RT-PCR, Northern blot e hibridizagédo (Lima, 2009).

Muito utilizadas na rotina de laboratérios de diagnose e na pesquisa cientifica,
as técnicas de Reverse transcriptase polimerase chain reaction (RT-PCR), e
suas variagdes, tém grande eficiéncia na detecgéo de virus de plantas.

O método multiplex € uma variante do PCR, onde em uma mesma reacao,
um ou mais loci sdo amplificados simultaneamente. Esse método pode ser
empregado para RT-PCR, testes de DNA como analises de delecbes, muta-
¢Oes e polimorfismos e analises quantitativas (Henegariu et al., 1997).

Os virus ja detectados no Submédio do Vale do Sao Francisco séo o Grapevi-
ne virus A (GVA), Grapevine leafroll-associated virus 1, 2, 3 e 4 (GLRaVs -1,-
2,-3 e -4),Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine rupestris vein feathering
virus (GRVFV), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV),
Grapevine virus B (GVB) e Grapevine fanleaf virus (Fajardo et al., 2002; Ca-
tarino et al., 2015).

A adaptacdo de protocolos efetivos € menos onerosos é de fundamental
importancia para a pesquisa. Desta forma, este trabalho teve por objetivo
adaptar um multiplex a partir de uma extragdo de RNA baseada em silica
visando a deteccao rotineira de viroses da videira no Submédio do Vale do
Séo Francisco.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de Fitopatologia, de Ge-
nética Vegetal e no de Biotecnologia da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE.
Foram realizadas as extragdes de acidos nucleicos totais conforme Rott e
Jelkmann (2001), de alguns gendtipos de videiras do Banco Ativo de Germo-
plasma (BAG) da Embrapa Semiarido, localizado no Campo Experimental de
Mandacaru, em Juazeiro, BA.
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Os gendtipos testados foram: Vénus, Saturn, Jupiter, Paulistinha, IAC 138-22,
Marroo Seedless, Madalena, BRS Linda, CG 4113, BRS Clara, Carmenere
433; Centenial Seedless, Feal, Concord Clone, BRS Morena e Royalty.

A partir de primers randémicos p(dN)6 (NNN NNN) e p(dT)15 (TTT TTT TTT
TTTTTT), foi realizada a transcri¢édo reversa do RNA para cDNA. Para isso, 3
ML do RNA total de cada planta de videira e 2 pL do primer reverse p(dN)6 foi
incubado a 70 °C por 5 minutos e, em seguida, posto no gelo por 5 minutos.
A essa mistura foram acrescentados 4 pL do tampao da enzima M-MLV 5x), 4
uL de MgCl, 25 mM, 1 pL de dNTPs, 1 uL de transcriptase reversa e 5 uL de
H,O DEPC e, entéo, realizada uma incubagéo a 25 °C por 5 minutos e a 42
°C por 90 minutos.

A PCR foi realizada em um total de 25 L, contendo os primers (Tabela 1)
descritos por Gambino e Gribaudo (2006). Foram acrescentados 2 uL do
cDNA, 3,75 L do tamp&o da Tag DNA Polimerase (10x), 1,5 uL de MgCl, 50
mM, 0,7 uL de dNTPs, e 0,3 pL de Tag DNA Polimerase. Por fim, foi comple-
tada a reagdo com H,O DEPC para um volume final de 25 pL. A mistura foi
levada ao termociclador com temperatura de 94 °C por 4 minutos e 35 ciclos
consecutivos de 94 °C por 30 segundos, 50 °C por 60 segundos e 72 °C por
60 segundos. Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1,5%
e colocados em tampao TBE 1X sob eletroforese por 1 hora a 80 V. A leitura
foi realizada com luz UV em fotodocumentador apés coloragao com brometo
de etideo.

Os oligonucleotideos foram alterados, conforme se observa na Tabela 1. Ou-
tros testes foram realizados com as seguintes altera¢des na etapa de PCR:
foram modificadas as quantidades de 2 yL para 2,5 uL de cDNA e a tempera-
tura de anelamento de 50 °C aumentada para 50,5 °C; foi aumentado de 35
para 42 o numero de ciclos de desnaturagao, anelamento e extensao.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados e alteragbes de doses utilizadas.

GRSPaV (GGG TGG GAT GTAGTAACT TTT GA) e (GCAAGT GAAATG AAAGCATCACT) 0,75 uL 1L
GFkV (TGACCAGCC TGC TGT CTC TA) e (TGG ACA GGG AGG TGT AGG AG) 0,5 uL 0,75 uL
GLRaV-1 (TCT TTACCAACC CCGAGATGAA) e (GTG TCT GGT GAC GTG CTAAAC G) 0,375 L 0,6 pL
GLRaV-2 (GGT GAT AAC CGACGC CTC TA) e (CCTAGC TGACGCAGATTG CT) 0,2 uL 0,45 uL
GLRaV-3 (TAC GTT AAG GAC GGG ACA CAG G) e (TGC GGC ATT AAT CTT CAT TG) 0,75 uL 1L
GVA (GAG GTA GAT ATA GTAGGA CCTA) e (TCG AAC ATAACC TGT GGC TC) 0,75 uL 1L

18S (videira) (CGC ATCATT CAAATT TCT GC) e (TTC AGC CTT GCG ACC ATACT). 0,1 L -
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Resultados e Discussao

O primeiro teste para a detecgao simultanea de seis tipos de virus de videira
(GRSPaV, GFkV, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-1 e GVA), utilizando-se a téc-
nica de multiplex PCR, foi realizado sob temperatura de anelamento de 50
°C e 35 ciclos de desnaturagédo anelamento e extensédo nao foi satisfatério,
pois resultou em bandas inespecificas com cerca de 300 pb, 410 pb e 600 pb.

No Multiplex PCR com anelamento de 50,5 °C, 42 ciclos e cDNA oriundo do
primer p(dN)6, constatou-se a presenga do virus GLRaV-1 no gendétipo Vénus
e GLRaV-3 em Paulistinha, porém, sob essa temperatura, ainda se observa-
ram bandas inespecificas. Com o aumento da temperatura de anelamento
para 51 °C e utilizando-se o cDNA das videiras com o primer p(dN)6, foram
detectados, simultaneamente, os virus: GFkV em CG 4113; GLRaV-3 em CG
4113, Jupiter, Carmenere 433, Centenial Seedless, Madalena, Vénus, Saturn
e Paulistinha; e GVA em Centenial Seedless, Madalena e Vénus. Com uso do
cDNA oriundo do oligonucleotideo iniciador p(dT)15 foram detectados: GVA
em Centenial Seedless, Jupiter e Vénus; GFkV em Jupiter, Vénus, Carmene-
re 433, Saturn, IAC 138-22, CG 4113, Royalty e Marroo Seedless; GLRaV-2
em Madalena; e GRSPaV em Saturn, IAC 138-22, CG 4113, Marroo Seedles
e Royalty.

Neste trabalho, foram adaptadas algumas variaveis para aproveitar ao ma-
Xximo o uso dessa técnica para os virus encontrados no Submédio do Vale
do S&o Francisco, com uso para analises de rotina, as quais devem ser efi-
cientes e com menor custo. A extragao de acidos nucleicos realizada indicou
niveis aceitaveis de contaminantes do RNA.

Gambino e Gribaudo (2006) utilizaram, como base de seu multiplex, RNA
extraido pelo kit de extracdo de RNA comercial modificado, e outro primer
randémico comercial. O uso da extragdo RNA proposto por Root e Jelkmann
(2001) nao foi bem sucedido por causa da qualidade do RNA, que é menor
por este processo do que pelo kit, apresentando contaminagéo por polissaca-
rideos complexos, compostos polifendlicos, aromaticos e outros compostos
que podem se ligar ao acido nucleico, precipitando-o (Gambino et al., 2008).

Embora a qualidade do RNA obtido ndo tenha sido 6tima, o que prejudicou a
deteccao de alguns virus, ela foi considerada suficiente devido aos diversos
ajustes e testes realizados na tentativa de direcionar este tipo de protoco-
lo com a extragao de rotina, utilizando-se os mesmos primers descritos por
Gambino e Gribaudo (2006), voltados para as viroses encontradas no Sub-
médio do Vale do Sao Francisco.
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Nenhum dos transcritos a partir de primers randémicos p(dN)6 ou p(dT)15,
utilizados na transcrigao reversa, geraram fragmentos de todos os virus si-
multaneamente, na posterior etapa de PCR. O uso de primers randémicos
permite a amplificacdo de diversas sequéncias de RNA concomitantemente,
durante a etapa de transcrigdo reversa, diferentemente do uso de primers
especificos, que amplificam somente a sequéncia-alvo. Por ndo serem es-
pecificos, podem permitir a obtengdo de uma maior gama de fragmentos de
diferentes virus durante a etapa de PCR.

Conclusao

Foi possivel obter resultados para a deteccao simultdnea dos virus GVA,
GFkV, GLRaV-2 e GRSPaV, utilizando o primer p(dT)15 e/ou pela detecgéo
de GLRaV-1 e -3, GFkV e GVA, utilizando o primer p(dN)6, com os pares de
primers descritos por Gambino e Gribaudo (2006), a partir do protocolo de
extracao de acidos nucleicos totais de Rott e Jelkmann (2001).
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