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'® Comprovacao da época adequada para o diagnéstico e
caracterizacdo molecular do gene da proteina capsid  ial do
Grapevine leafroll-associated virus 1
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Nickel

O enrolamento da folha é uma importante doenga da videira, podendo ser
causada por até nove espécies do virus do enrolamento da folha da videira
(GLRaV). O GLRaV-1 destaca-se pela incidéncia e pela transmisséo por
cochonilhas. O objetivo deste trabalho foi comprovar a época adequada para
a realizacao do diagndstico (ELISA e RT-PCR) e caracterizar molecularmente
0 gene da proteina capsidial (CP) do GLRaV-1. As amostras para o ELISA e
a RT-PCR consistiram de nervuras de plantas infectadas, colhidas em dois
estadios de desenvolvimento da videira: folhas jovens (inicio do ciclo
vegetativo - setembro/outubro) e maduras (meio ao final do ciclo vegetativo -
novembro/abril). A determinacdo do peso molecular (PM) da CP do GLRaV-1
foi realizada por western blot (WB). Nos testes sorologicos foi utilizado
antissoro comercial contra GLRaV-1. A extracdo de RNA total foi realizada
utilizando-se um kit comercial. Os oligonucleotideos empregados na RT-PCR
foram definidos com base na sequéncia de outro isolado de GLRaV-1
(AF195822 - GenBank). O isolado caracterizado (denominado PS) é de
videira cv. Petit Syrah coletado em Petrolina. O DNA amplificado foi ligado a
um “T-vector”, clonado em E. coli e trés clones foram sequenciados. As
sequéncias de nucleotideos (nt) foram alinhadas e comparadas com outras
depositadas no GenBank. Foi possivel detectar o0 GLRaV-1 por ELISA e RT-
PCR em amostras de trés cultivares apenas em folhas maduras (meio-final
do ciclo vegetativo). O PM da CP do GLRaV-1 foi estimado em 39 kDa por
WB e calculado em 35,18 kDa. A sequéncia completa de nt do gene da CP
do GLRaV-1, isolado PS, com 969 nt e 322 aminoacidos deduzidos (aad), foi
depositada no GenBank (GQ332536). O isolado PS apresentou maiores
identidades de nt e aad com os isolados da Africa do Sul - EF103902 (94,5%
e 96,1%) e da Austrélia - AF195822 (90,8% e 93,4%), respectivamente. A
otimizacdo dos testes diagndsticos depende do conhecimento das
caracteristicas da amostra analisada e da variabilidade do patégeno.
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