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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de viroses em videiras sintomaticas e assintomaticas
sobre as varidveis agrondmicas relacionadas ao vigor das plantas e a qualidade enoldgica da uva, e comparar os
isolados virais obtidos nessas duas condi¢des. Realizaram-se dois experimentos com quatro cultivares. Todas
as plantas foram indexadas, por meio da rea¢do em cadeia da polimerase via transcrigdo reversa (RT-PCR)
em tempo real, quanto a provavel ocorréncia dos seguintes virus: Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus
B (GVB), Grapevine virus D (GVD), Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1 ao -4, GLRaV-4 estirpe
5), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) e Grapevine fleck virus (GFkV). As variaveis
avaliadas foram: nimero de gemas brotadas e ndo brotadas, numero de ramos com ou sem cachos, nimero
total de gemas, numero de cachos, massa de cachos frescos, massa total de bagas, massa do engaco, numero
de bagas por cacho, massa média de baga, sélidos soluveis totais, acidez total titulavel, pH, massa de ramos
podados ou diametros do tronco do porta-enxerto e da copa. Os efeitos negativos foram mais pronunciados nas
plantas com sintomas de viroses; no entanto, constatou-se frequentemente que plantas sem sintomas também
estavam infectadas. A analise molecular de GRSPaV, GVA ¢ GLRaV-2, isolados de plantas sintomaticas e
assintomaticas, resultou em alta percentagem de identidade de nucleotideos entre isolados homologos.

Termos para indexagdo: Grapevine, Vitis, complexo do lenho rugoso, enrolamento-da-folha, PCR em tempo real.

Agronomic performance of grapevines with and without virus symptoms, and
molecular comparison of viral isolates

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of viroses in symptomatic and asymptomatic
grapevines on the agronomic variables related to the plant vigor and the enological quality of grapes, and
to compare viral isolates obtained from these two conditions. Two experiments were performed with four
cultivars. All plants were indexed by real time, reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
for the probable occurrence of the following viruses: Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB),
Grapevine virus D (GVD), Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1 to -4, GLRaV-4 strain 5), Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), and Grapevine fleck virus (GFkV). The evaluated variables
were: number of buds burst and not burst, number of branches with or without bunches, total number of buds,
number of bunches, fresh bunch weight, total berry weight, rachis weight, number of berries per bunch, average
berry weight, total soluble solids, total titratable acidity, pH, pruned branch weight, or rootstock and scion trunk
diameters. The negative effects were more pronounced on the plants with virus symptoms; however, it was
observed that plants without symptoms were also often infected. The molecular analysis of GRSPaV, GVA,
and GLRaV-2, isolates from symptomatic and asymptomatic plants, resulted in a high percentage of nucleotide
identities between homologous isolates.

Index terms: Grapevine, Vitis, rugose wood complex, leafroll, real time PCR.

Introducio ameaca a vitivinicultura (Basso et al., 2014).

O principal método de manejo aplicado ao controle

Cerca de 60 espécies virais capazes de infectar de viroses da videira baseia-se em estratégias de
a videira sdo conhecidas e constituem importante  prevengdo, por meio da utilizagdo de material
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propagativo comprovadamente livre de patdgenos
(Maliogka et al., 2015). Outras praticas de manejo,
que incluiriam o plantio de cultivares e porta-enxertos
resistentes a virus, ndo se aplicam, uma vez que nao ha
resisténcia genética a virus em cultivares comerciais
de videira (Oliver et al., 2011). Em razdo disso e por
ser muito frequente a incidéncia de virus nas principais
regides viticolas brasileiras (Catarino et al., 2015),
uma alternativa seria, em determinadas situac¢des, a
convivéncia com os virus no vinhedo. A infec¢do viral
pode resultar em maior ou menor dano, com diferentes
reflexos sobre a qualidade e quantidade da produgao,
a depender de diversos fatores, entre os quais a gama
e a intensidade dos sintomas manifestados pela planta
hospedeira ou mesmo a auséncia de sintomas, no caso
de infecgoes latentes ou assintomaticas (Basso et al.,
2014). A expressdo de sintomas induzidos por virus
em videiras pode variar com as condi¢cdes ambientais,
estddio fenoldgico e estado nutricional da planta,
praticas de manejo, combinacdo de espécies e estirpes
virais, cultivar da planta hospedeira e tempo decorrido
desde a infecg¢do (Basso et al., 2010a; Naidu et al.,
2014).

Os efeitos da infecgdo viral sobre a videira podem-
se manifestar de forma abrangente, o que resulta,
em geral, em impactos econdmicos para a atividade
viticola. As plantas infectadas podem apresentar
alteragdes na expressao de genes, reducao do potencial
fotossintético, aumento da taxa de respiracao e reducao
dos teores de clorofila (Fajardo et al., 2004; Espinoza
et al.,, 2007; Basso et al., 2010b). Especificamente,
os efeitos negativos da infeccdo viral em videiras
consistem em redugdo do teor de solidos soluveis totais
do mosto, maturagdo irregular e incompleta da uva,
reducdo da qualidade e do rendimento da produgdo
e, em casos mais severos de infec¢do, podem ocorrer
enfraquecimento e atraso das brotagdes, redugdo da
longevidade e declinio das plantas infectadas (Giribaldi
et al., 2011).

E comum a observacio de videiras sintomaticas e
assintomaticas quanto a viroses, dentro de um mesmo
vinhedo, nas principais regides viticolas brasileiras
(Basso et al., 2010a). Considerando-se a frequente
necessidade de renovag¢do de vinhedos, decorrente
da degenerescéncia das plantas causada por alta taxa
de infec¢do viral; os custos serdo invariavelmente
elevados. Se videiras assintomaticas, mesmo que
infectadas por virus, apresentarem razoaveis qualidade
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¢ quantidade produtivas, entdo, essa condigdo poderia
ser explorada como alternativa vidvel e menos
dispendiosa a renovagdo completa do vinhedo.
A opcao seria a substituicdo parcial direcionada apenas
as plantas sintomaticas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de
viroses em videiras sintomaticas e assintomaticas
sobre as variaveis agrondmicas relacionadas ao vigor
das plantas e a qualidade enolégica da uva, e comparar
os isolados virais obtidos nessas duas condicoes.

Material e Métodos

Dois experimentos, constituidos por levantamentos
amostrais, foram efetuados em vinhedos comerciais,
com quatro cultivares. As plantas foram selecionadas
de forma intencional (ndo probabilistica), observando-
se a uniformidade dentro e entre as amostras de plantas
sintomaticas e de plantas assintomdticas da mesma
cultivar.

No primeiro experimento, foram avaliadas 10 plantas
de videira (Vitis vinifera) com evidentes sintomas de
infeccdo viral, comparativamente a 10 plantas sem
nenhum sintoma, em vinhedos de 'Cabernet Franc'
(21 anos, enxertada em SO4) e 'Cabernet Sauvignon'
(16 anos, enxertada em P1103), ambos situados
em Bento Gongalves, RS. A parte aérea das plantas
sintomaticas de ambas as cultivares exibia enrolamento
¢ avermelhamento das folhas. As avaliagdes foram
realizadasnasafra2011, e as plantas foram identificadas
em fevereiro/2011, no inicio da maturagdo da uva.
As 14 varidveis agrondmicas, registradas por planta,
foram: numero de gemas brotadas por planta, numero
de ramos por planta — com cachos ou sem cachos —
niumero de gemas ndo brotadas por planta, nimero
total de gemas por planta, nimero de cachos por planta,
massa de cacho fresco, massa total de bagas por cacho,
massa do engaco, numero de bagas por cacho, massa
média de bagas, sélidos soluveis totais, acidez total
titulavel e pH do mosto.

No segundo experimento, foram avaliadas
20 videiras com sintomas de virose e outras 20 plantas
completamente assintomaticas, em vinhedos de
'Niagara Rosada' (V. labrusca) — com 6 anos, enxertada
em P1103 — e 'Merlot' (V. vinifera) — com 12 anos,
enxertada em P779 —, em Flores da Cunha e Caxias
do Sul, RS, respectivamente. A parte aérea da cultivar
Niagara Rosada sintomatica ndo exibia qualquer
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sintoma de virose, no entanto, o porta-enxerto dessas
plantas apresentava severas caneluras, engrossamento
e rachaduras na casca. A parte aérea da cultivar Merlot
sintomatica exibia enrolamento e avermelhamento das
folhas. As avalia¢Ges foram realizadas na safra 2014,
e as plantas foram identificadas em fevereiro/2014.
As variaveis agrondmicas, registradas por planta,
foram: solidos soluiveis totais, massa do cacho fresco,
massa de ramos podados e diametros do tronco do
porta-enxerto ¢ da copa.

Para as determina¢des no fruto, foram colhidos trés
cachos por planta, no primeiro experimento, € um
cacho por planta no segundo experimento. Efetuou-
se a comparacdo das médias amostrais de plantas
sintomaticas e assintomaticas, por cultivar, por meio
do teste t bilateral.

Todas as videiras, de ambos os experimentos,
foram indexadas, para identificar as espécies virais
associadas as plantas assintomaticas e sintomaticas.
No primeiro experimento, todas as plantas da
'Cabernet Franc' e 'Cabernet Sauvignon' foram
avaliadas quanto a infecgdo por seis virus: Grapevine
virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV),
Grapevine leafroll-associated virus-2 e -3 (GLRaV-2
e -3) e Grapevine fleck virus (GFkV). No segundo
experimento, as plantas da 'Nidgara Rosada' foram
avaliadas quanto a infeccdo por GVA, GVB, Grapevine
virus D (GVD) e GRSPaV, e as da 'Merlot' quanto aos
virus GLRaV-1 ao -4 e GLRaV-4 estirpe 5.

A extragdo de RNA total, a partir de um grama de
raspas do lenho de ramos maduros, de cada videira dos
experimentos (uma amostra por planta), foi realizada
pela trituracdo do tecido vegetal em nitrogénio
liquido, seguindo-se o protocolo de adsor¢do em silica
(Radaelli et al., 2009). Videiras comprovadamente
sadias foram utilizadas como controle negativo. Para
o controle positivo das reagdes, utilizou-se RNA
extraido de videiras mantidas em vasos, em casa de
vegetacao, infectadas com as espécies virais avaliadas.
Estas plantas s3o permanentemente mantidas sob
condigdes controladas e foram indexadas previamente,
assim, os virus que as infectam sdo conhecidos.
Os oligonucleotideos e as sondas utilizados nas reagdes
de RT-PCR em tempo real (Tagman) foram desenhados
com base em trabalhos publicados para a detecgdo
dos virus GVA, GVB, GVD, GRSPaV, GLRaV-1 ao

-4, GLRaV-4 estirpe 5 ¢ GFkV (Osman et al., 2007,
Osman & Rowhani, 2008).

Todas as sondas foram marcadas com os fluor6foros
6-FAM ou VIC na extremidade 5’ — para permitir a
deteccdo simultanea de dois virus na mesma amostra
—, ¢ com TAMRA na extremidade 3’. As condicoes
das reagdes de RT-PCR em tempo real, descritas
previamente (Dubiela et al., 2013), consistiram de
ensaios do tipo presenca/auséncia, tendo-se utilizado
o kit TagMan Master Mix One-Step RT-PCR ¢ o
termociclador StepOnePlus Real-time PCR System
ambos da Applied Biosystems (Carlsbad, CA, EUA).
Os dados das reagdes foram analisados quantitativa
e graficamente, por meio do StepOne Software v2.3
(Applied Biosystems), pela determinacao do Cq (ciclo
quantitativo). Valores de Cq abaixo de 35 representam
resultados positivos, € quanto maior a concentragdo
viral na amostra, menor ¢ o valor do Cq.

A analise molecular foi desenvolvida com base nas
sequéncias de nucleotideos de trés espécies virais,
associadas a virose do lenho rugoso (GRSPaV e GVA)
e do enrolamento da folha (GLRaV-2). Os isolados
foram obtidos por meio de RT-PCR, a partir do
RNA total extraido de amostras coletadas de plantas
do experimento no campo. Da 'Nidgara Rosada'
foram obtidos os isolados de GRSPaV e GVA e da
'Merlot', isolados de GLRaV-2. Foram comparados
dois isolados de cada virus, provenientes de plantas
sintomaticas e assintomadticas. Os oligonucleotideos
para a amplificagdio por RT-PCR convencional
foram definidos com base em trabalhos anteriores —
RSPaV-v1/RSPaV-cl para GRSPaV (Radaelli et al.,
2009), 766/C1197 para GVA (Minafra et al., 1992),
e V2CPf/V2CPrl para GLRaV-2 (Bertazzon &
Angelini, 2004) —, este ultimo par de oligonucleotideos
também foi utilizado na indexacdo do segundo
experimento. A sintese do cDNA e as reagdes de PCR
foram conduzidas conforme metodologia descrita por
Radaelli et al. (2009). Os produtos da RT-PCR foram
analisados em géis de agarose a 1,2%, preparados em
tampao TBE pH 8,0, corados com brometo de etideo
(0,05%) e visualizados em transiluminador de luz UV.
As bandas observadas, correspondentes a fragmentos
de tamanhos esperados, foram recortadas dos géis e
eluidas com a utilizag¢do do kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA).

Os fragmentos de DNA eluidos foram ligados
ao vetor pGEM-T Easy (Promega) e¢ estes foram
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utilizados na transformacao de células competentes de
Escherichia coli DH5a, por meio de choque térmico
(Sambrook & Russel, 2001). O DNA plasmidial das
colonias bacterianas transformadas foi extraido, com o
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). A confirmacdo da presenca dos fragmentos
virais clonados nos plasmideos recombinantes foi
realizada por digestdo com a enzima de restrigdo
EcoRI (Sambrook & Russel, 2001). Procedeu-se ao
sequenciamento automatico de nucleotideos de dois
clones por isolado viral caracterizado. Os alinhamentos
multiplos das sequéncias de nucleotideos (nt) e de
aminoacidos deduzidos (aad) e a geragao das matrizes
de identidade foram realizados com o auxilio dos
programas Clustal X 1.8 e BioEdit 7.2.3. (Hall, 1999).
Nas analises, foram incluidas as sequéncias completas
(GRSPaV) ou parciais (GVA e GLRaV-2) da proteina
capsidial (CP) dos isolados caracterizados no presente
trabalho, isolados homologos caracterizados no
Brasil, além do isolado-tipo da espécie viral e de
uma sequéncia outgroup, disponiveis no banco de
dados GenBank (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, MD, EUA). O estudo de
relacionamento filogenético foi desenvolvido com
auxilio do programa MEGA 5.2, por meio do método
de maxima parcimonia (Tamura et al., 2011).

Resultados e Discussao

No primeiro experimento, nas plantas sintomaticas
da 'Cabernet Franc', observaram-se folhas coriaceas
e aspecto bolhoso, enrolamento para baixo nos
bordos foliares, folhas avermelhadas com as nervuras

principais verdes. Nas plantas sintomaticas da'Cabernet
Sauvignon', observaram-se intenso avermelhamento
foliar e formacdo de tecido corticento na regido
de insercdo do ramo. Nao se observaram sintomas
relacionados a viroses nas plantas assintomaticas.
Na 'Cabernet Franc', detectou-se GRSPaV na quase
totalidade das plantas assintomaticas e sintomaticas
avaliadas (Tabela 1). O GVB foi detectado na quase
totalidade das plantas com sintomas e em apenas
duas plantas sem sintomas. A 'Cabernet Sauvignon'
apresentou resultados semelhantes aos da 'Cabernet
Franc' quanto a ocorréncia de GRSPaV e GVB.
Em ambas as cultivares, também se detectaram GVA,
GFkV e GLRaV-2, em plantas sintomaticas, ¢ GVA,
em assintomadticas, porém em menor incidéncia do
que GRSPaV e GVB. O GLRaV-3 nio foi detectado
em nenhuma planta. Como as amostras indexadas
provieram de vinhedos comerciais, as infec¢des
determinadas assemelham-se aquelas obtidas em
outros levantamentos (Catarino et al., 2015).

Os efeitos negativos verificados, relacionados a
fisiologia da videira e com reflexos significativos
sobre algumas variaveis agrondmicas e de qualidade
enologica da uva, podem ser, provavelmente,
atribuidos a presenca do GVB, que apresentou maior
incidéncia em plantas com sintomas. Rosa et al. (2011)
mostraram que o GVB induziu efeitos adversos em
porta-enxertos de videira, particularmente, quando
combinado com outros virus. A detec¢do de virus
em plantas sem sintomas pode ser explicada pela
alta sensibilidade do teste diagnostico de RT-PCR e
a frequente infeccdo com isolados latentes, conforme
mostrado para o GRSPaV, o que resulta em plantas

Tabela 1. Numero de plantas infectadas, obtido a partir da indexagdo viral por RT-PCR em tempo real e convencional, de
'Cabernet Franc' e 'Cabernet Sauvignon', no primeiro experimento, ¢ 'Niagara Rosada' e 'Merlot', no segundo experimento.

Cultivar Sintoma® Virus
GVA GVB GVD GRSPaV GFKV GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3 GLRaV-4 GLRaV-4 strain 5

R 1/10 2/10 - 9/10 0/10 - 0/10 0/10 - -
Cabernet Franc

+ 0/10 9/10 - 10/10 0/10 - 3/10 0/10 - -

R 1/10 2/10 - 9/10 0/10 - 0/10 0/10 - -
Cabernet Sauvignon

+ 2/10 8/10 - 10/10 /10 - 2/10 0/10 - -
Nisoara Rosad - 17/20 0/20 1820 15/20 - - - — — —
lagara Bosaca + 17/20 120 1720 1920 - - - - - -
Vet R - - - - - 0/20 16/20 0/20 15/20 5/20
erlot + - - - - - 0/20 3/20 11/20 19/20 720

(- Planta assintomatica; + planta sintomatica. (--) Nao determinado.
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assintomaticas (Gambino et al., 2012). Outro motivo
poderia ser o menor tempo de infeccdo em plantas
assintomaticas, insuficiente, portanto, para permitir a
expressdo de sintomas (Maliogka et al., 2015). Plantas
assintomaticas infectadas podem levar até trés anos
para expressar sintomas da infecc¢do viral (Naidu et al.,
2014), assim, é possivel supor que algumas das plantas
assintomaticas avaliadas poderiam exibir sintomas em
ciclos de cultivo (safras) posteriores.

A avaliagdo das variaveis agrondmicas mostrou
plantas sintomaticas que apresentaram vigor reduzido,
redugdes do niimero de brotos e de cachos por planta e
cachos menores (Tabela 2). Verificaram-se diferencas
significativas, em favor das plantas sem sintomas, nas
seguintes variaveis: nimero de ramos com cachos —
com percentagem de redugdo em relagdo as plantas
sem sintomas, em 'Cabernet Franc' e 'Cabernet
Sauvignon', de 37 e 24%; numero de cachos (35 ¢
35%); massa de cacho fresco (37 e 55%); massa total
de bagas por cacho (36 e 55%); massa do engago (52
e 54%); e numero de bagas por cacho (27 e 47%). Na
'Cabernet Franc', ainda foram verificadas diferencas
significativas, em favor das plantas sem sintomas,
quanto a: numero de gemas brotadas (28%); numero
total de gemas (22%); e solidos soluveis totais do
mosto (cerca de 7%). Na 'Cabernet Sauvignon',
houve diferencas significativas quanto a massa média

de baga (13%) e ao numero de gemas nio brotadas,
que foi reduzido em 51% nas plantas com sintomas.
Estes resultados mostram que o processo infeccioso
viral, juntamente com a expressdo de sintomas, nestas
cultivares, influenciaram negativamente e, de forma
mais expressiva, o desempenho agrondmico, o vigor
da planta e algumas variaveis de qualidade enologica
da uva (°Brix).

Os impactos da infeccdo viral sobre o potencial
fotossintético de folhas de videiras restringem o
acumulo de reservas e a capacidade de crescimento,
refletindo, consequentemente, em decréscimos da
qualidade da produgdo e da produtividade (Basso et al.,
2010b). De fato as plantas assintomaticas de 'Cabernet
Franc' e 'Cabernet Sauvignon', que ndo expressaram
sintomas foliares, mesmo que infectadas, apresentaram
melhor desempenho das varidveis agronOmicas e
enologicas avaliadas (Tabela 2). Assim, a separagao das
uvas provenientes de determinadas areas com plantas
assintomaticas dentro de vinhedos infectados, poderia
ser avaliada como uma estratégia para a producdo com
melhor qualidade.

O impacto economico da virose do enrolamento
da folha da videira, em relagdo a produtividade, ¢é
consideravel. Atallah et al. (2012) relataram redugio
de 30-50% na produgdo e perda economica de 10%,
reflexo da diminui¢do da qualidade da uva, na auséncia

Tabela 2. Variaveis agronomicas e enologicas de uvas colhidas de videiras 'Cabernet Franc' e 'Cabernet Sauvignon', com e

sem sintomas de viroses.

Variavel 'Cabernet Franc'

Significancia 'Cabernet Sauvignon' Significancia

Sem sintomas

Com sintomas

Sem sintomas Com sintomas

Numero de gemas brotadas 43,8+9,82 31,3+6,8
Numero de ramos com cachos 33,1+£10,03 20,8+8,04
Numero de ramos sem cachos 10,7+6,07 10,5+2,51
Numero de gemas ndo brotadas 10,5+5,58 10,945,53
Numero total de gemas 54,3+13,59 42,2+6,7
Numero de cachos 57,9+19,24 37,5+18,14

Massa do cacho fresco (g) 193,27+43,57

Massa total de bagas no cacho (g) 179,11+47,92 114,68+38,25
Massa do engago (g) 14,16+10,34 6,69+2,71
Numero de bagas por cacho 112,77+£26,93 81,57+16,7
Massa média de baga (g) 0,53+0,06 0,47+0,13
Soélidos soluveis totais (°Brix) 18,84+0,36 17,60+0,78
Acidez total titulavel (meq L) 81,39+9,76 92,44+14,41
pH 3,26+0,05 3,31+0,08

121,38+40,14

*k 34,5+4,99 31,6+7,76 ns
** 27,8+3,99 21,1+£7,31 *
ns 6,7+3,13 10,5+7,47 ns
5,143,78 10,4+2,99 *x
* 39,6+6,65 42,0+8,52
* 60,5+12,21 38,9+17,9 *E
** 275,51449,11 123,11424,24 ok
*k 258,11+44,87 115,24+23,13 **
* 17,40+7,9 7,87+2,0 *k
*k 168,30+28,52 88,13+18,26 **
s 0,51+£0,04 0,44+0,08 *
** 16,43+0,98 15,81+1,67 ns
s 141,78+19,2 134,86+22,79 s
ns 3,17+0,05 3,16+0,1 s

(WTeste t bilateral da diferenca entre as médias amostrais (n = 10 plantas) por cultivar. “Nao significativo. * e **Significativo a 5% e a 1% de probabilidade,

respectivamente.
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de adogdo de medidas de manejo desta virose no
cultivo de V. vinifera. Com base nas diferengas dos
valores de nimero de cachos por planta e de massa do
cacho fresco de plantas assintomaticas e sintomaticas
(Tabela 2) e, considerando-se uma densidade de 2.000
plantas por ha, resultaria em decréscimos de 2.933 e
6.583 kg ha' na produtividade de plantas sintomaticas
em relagdo as assintomaticas da 'Cabernet Franc' e
'Cabernet Sauvignon', respectivamente.

Alguns dos principais efeitos da infecg@o viral em
videiras sdo: o amadurecimento irregular dos cachos,
a reducdo da produtividade e a diminuigdo da cor em
uvas tintas (Basso et al., 2010b). O amadurecimento
irregular dos cachos pode ocasionar aumento da
acidez total titulavel do mosto da uva (Giribaldi et al.,
2011), entretanto, este efeito ndo foi significativo nas
avaliagOes realizadas. Em geral, o mosto da uva de
plantas infectadas tende a apresentar menor pH do que
o de plantas sadias (Basso et al., 2014), porém, essa
variavel também ndo apresentou diferenca significativa
nas condicdes testadas (Tabela 2). Essas duas variaveis
sdo influenciadas pelas caracteristicas da infec¢ao viral
e pela resposta fisiologica da cultivar a infecgdo viral.
Poojari et al. (2013) ndo observaram efeitos negativos
significativos da estirpe SG de GLRaV-2, sobre a
producdo e a qualidade da uva da videira 'Sangiovese',
que foi assintomatica, e mencionam que esses efeitos
seriam menos pronunciados.

No segundo experimento, com a 'Nidgara Rosada’,
detectaram-se GVA, GVD e GRSPaV na quase
totalidade das plantas assintomaticas e sintomaticas
avaliadas, além de GVB em uma planta sintomatica
(Tabela1). Ostrés virus mais frequentes estdo associados
ao lenho rugoso da videira. Videiras muito suscetiveis
a essa virose, como o porta-enxerto P1103, apresentam
engrossamento da casca e caneluras (ranhuras) na
superficie do lenho, além de vigor reduzido (Rosa

Tabela 3. Avaliagdo agronomica de uvas colhidas de videiras

infectadas com diferentes virus(V.

M.B. Nascimento et al.

et al., 2011). Cultivares tolerantes, como Niagara
Rosada, podem ndo exibir sintomas perceptiveis. Este
efeito foi constatado na combinagdo 'Niagara Rosada'/
P1103 sintomatica, que apresentou maior didmetro
do tronco do porta-enxerto, bastante afetado pelos
virus do lenho rugoso. Na mesma combinagdo, na
auséncia de caneluras, portanto, copa e porta-enxerto
assintomaticos, verificou-se melhor desenvolvimento
do tronco da copa, pois o porta-enxerto assintomatico
ndo limitou o desenvolvimento vegetativo da copa.
Estes efeitos ndo foram verificados na 'Merlot'
infectada com os virus do enrolamento da folha
(Tabela 3). Na "Merlot', os principais virus detectados
foram GLRaV-2, GLRaV-3 (plantas sintomaticas)
e GLRaV-4, com menor incidéncia do GLRaV-4
estirpe 5. O GLRaV-3 ndo foi detectado nas plantas
assintomaticas ¢ o GLRaV-1 ndo foi detectado em
nenhuma planta (Tabela 1).

Verificaram-se  diferengas  significativas, na
avaliagdo das variaveis agrondmicas, em favor das
plantas sem sintomas, nas seguintes varidveis: na
'Niagara Rosada' — massa fresca do cacho (reducdo
de 15,4% em relagdo as plantas sem sintomas), massa
de ramos podados (redug¢do de 42,3%), diametro
do tronco da copa (redugdo de 12,1%), e diametro
do tronco do porta-enxerto (aumento de 7,98% no
porta-enxerto sintomatico); na 'Merlot' — soélidos
soluveis totais (redugdo de 10,7%, em relagdo as plantas
sem sintomas) (Tabela 3). Como todas as variaveis
avaliadas estdo relacionadas ao vigor da planta ¢ a
quantificagdo dos efeitos negativos da infecgdo viral,
¢ possivel concluir que videiras assintomaticas da
'Niagara Rosada', mesmo que infectadas, apresentam
desempenho agrondmico superior ao verificado em
videiras sintomaticas infectadas. Assim, o manejo,
a colheita e a vinificagdo, separadamente, das uvas
provenientes de videiras assintomaticas, poderiam ser

'Niagara Rosada' e 'Merlot', com e sem sintomas de virose,

Variavel 'Nidgara Rosada' Significancia 'Merlot' Significancia
Assintomatica Sintomatica Assintomatica Sintomatica

Sélidos soluveis totais (°Brix) 15,51+0,21 14,97+0,20 ns 19,02+0,20 16,98+0,23 ok

Massa do cacho fresco (g) 334,12+10,03 282,43+15,62 Hok 294,83+18,23 256,81+13,97 ns

Massa de ramos podados (g) 2.791+98,19  1.609,55+110,82 ** 1.285+78,2 1.157,7+£90,17 ns

Diametro do tronco do porta-enxerto (mm) 43,99+1,15 47,81+1,36 * 43,41+1,23 42,41+0,97 ns

Diametro do tronco da copa (mm) 38,74+0,9 34,03+0,77 w3k 34,33+1,05 36,22+1,11 ns

(WTeste t bilateral da diferenca entre as médias amostrais (n = 20 plantas) por cultivar. "“Nao significativo. * e **Significativo a 5% e a 1% de probabilidade,

respectivamente.
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avaliados para a elaboracdo de produtos — como suco
e vinho — de melhor qualidade. Como a 'Merlot' estava
infectada com os virus-do-enrolamento-da-folha, que
afetam principalmente a fotossintese (Basso et al.,
2010Db), a tinica diferenca significativa ocorreu no teor
de solidos soluveis totais, que sdo aglicares gerados no
processo fotossintético, entre plantas assintomaticas,
menos prejudicadas por esses virus, em comparagio
com as plantas sintomaticas.

Em conjunto, os resultados obtidos nos dois
experimentos mostram que videiras assintomaticas,
mesmo infectadas ainda apresentam desempenho
agrondmico superior ao de videiras sintomaticas
infectadas. Porém, como j& mostrado, a utilizagao de
material propagativo certificado, livre de virus, ainda
¢ a melhor op¢ao para obter o maximo do potencial
produtivo da cultivar e para reduzir perdas ocasionadas
por virus (Naidu et al., 2014). Mannini et al. (2012)
relataram sobre as vantagens advindas de vinhedos
estabelecidos com material propagativo livre de virus,
em comparagdo as variaveis vigor, produtividade,
taxa fotossintética e teor de solidos soluveis. Giribaldi
et al. (2011) compararam o desempenho agronémico
entre videiras sadias e infectadas com GLRaV-1, GVA
e GRSPaV e verificaram diminuigdes significativas
de brotagdo, fertilidade e produtividade das plantas
infectadas, em comparag@o ao controle sadio.

O impacto economico das viroses sobre a producdo
da videira pode ser significativamente reduzido pela
remog¢do de plantas infectadas de dentro do vinhedo
(roguing), se a incidéncia da infecc¢do for moderada (até
25%) (Atallah et al., 2012). Com incidéncia superior
a esta taxa, a melhor alternativa seria a completa
substituicdo do vinhedo. A implementacdo dessa
recomendacdo de erradicacdo, associada aos resultados
do presente trabalho, sugere a possibilidade de se
avaliar o adiamento da renovacdo completa e precoce
de vinhedos, o que poderia refletir em economia para
o produtor. Com base na diferenca entre valores de
massa do cacho fresco, de plantas assintomaticas e
sintomaticas (Tabela 3) e, considerando-se 50 cachos/
planta e densidade de 2.000 plantas por hectare, o
decréscimo da produtividade da 'Nidgara Rosada'
sintomatica seria de 5169 kg ha' em comparagdo as
plantasassintomaticas. Comoas videiras permaneceram
por longo tempo no campo, com idades dos vinhedos
de 6 a 21 anos, a possibilidade de reinfec¢do por virus
em campo tende a ser expressiva e, muitas vezes, nao
¢ possivel cultivar um vinhedo completamente sadio,

apos alguns poucos anos de sua implantagdo. Decorre
dai o beneficio de se tentar explorar a producdo de
uvas a partir de plantas assintomaticas, que ainda
apresentem satisfatorias qualidade e quantidade
produtivas, conforme mostrado no presente trabalho.
Destaca-se, entretanto, que a manutencdo de plantas
infectadas em campo, mesmo que assintomaticas, pode
servir de fonte de indculo viral. Para que esta estratégia
seja adotada, o manejo dessas plantas deve considerar
medidas que limitem a disseminagdo viral, a exemplo
do controle de vetores (Naidu et al., 2014; Maliogka
etal., 2015).

O gene completo da proteina capsidial do GRSPaV,
dos isolados NiagRos4 e NiagRos5, com 780
nucleotideos e 259 aminoacidos deduzidos (aad), foi
amplificado por RT-PCR a partir de duas amostras
de plantas — uma sintomadtica e outra assintomatica —
de 'Niagara Rosada'. A identidade entre os isolados
NiagRos4 (assintomatica) e NiagRos5 (sintomatica)
foi de 99,6%, para nucleotideos e aad. As sequéncias de
nucleotideos destes dois isolados (NiagRos4: GenBank
KJ848784 e NiagRos5: KJ848785) apresentaram baixa
identidade — 81,9-83,9% — com dois isolados brasileiros
(CF195 e IS2a) e alta identidade — 90,8-98,2% — com
outros nove isolados nacionais (CF207, MG, PN, MH,
CF208, CF210, 420A, CF195-2, CS1) (Figura 1).
A identidade de aad entre os isolados NiagRos4 e
NiagRos5 e esses 11 isolados brasileiros variou entre
92,2 € 99,2%. Houve grande proximidade entre os dois
isolados estudados (NiagRos4 e NiagRos5), além de
relacionamento filogenético, um pouco mais distante,
com 11 isolados brasileiros (Figura 1 A).

O gene parcial da proteina capsidial do GVA,
isolados NiagRos2 e NiagRos10, com 451 nucleotideos
e 140 aad, foi amplificado por RT-PCR a partir de duas
amostras de 'Nidgara Rosada'. A identidade entre os
isolados NiagRos2 (planta sintomatica) e NiagRos10
(assintomatica) foi de 93,3 e 97,8%, para nucleotideos
e aad, respectivamente. As sequéncias de nucleotideos
destes dois isolados (NiagRos2: GenBank KJ848782
e NiagRos10: KJ848783) apresentaram identidades
entre 77,5 e 91,2% com quatro isolados brasileiros
(IT-BA, GVA-RS, GVA-SP, PC40) (Figura 1).
A identidade de aad entre os isolados NiagRos2 e
NiagRos10 e esses quatro isolados nacionais variou
entre 88,5 e 97,8%. Houve grande proximidade entre
os dois isolados estudados (NiagRos2 e NiagRos10),
além de relacionamento filogenético, um pouco mais
distante, com quatro isolados brasileiros (Figura 1 B).
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Figura 1. Arvores filogenéticas, obtidas com o programa MEGA
5.2, pelo método de maxima parcimonia com "bootstrap" de dez mil
réplicas, baseadas nas sequéncias completas (780 pb) de nucleotideos
do gene da proteina capsidial de 13 isolados brasileiros de GRSPaV
(A), e nas sequéncias parciais de nucleotideos da CP (451 pb) de
6 isolados brasileiros de GVA (B) e da CP (397 pb) de 10 isolados
brasileiros de GLRaV-2 (C). Valores percentuais de "bootstrap" estdo
mostrados nos ramos. As barras indicam o niimero de substitui¢des
de nucleotideos por sitio. Os codigos de acesso dos isolados no
GenBank estdo mencionados apés o nome do isolado viral. Isolados
caracterizados no presente trabalho: NiagRos4, NiagRos 5 (GRSPaV),
NiagRos2, NiagRos 10 (GVA), Mer8, Mer31 (GLRaV-2). Os
isolados-tipo de cada espécie viral também foram incluidos (GRSPaV,
USAI1-NC 001948, EUA; GVA, Is151-NC_003604, Ttalia; GLRaV-2,
93/955-NC_007448, Africa do Sul). Para os grupos externos,
utilizaram-se as espécies-tipo dos géneros: Foveavirus (Apple
stem pitting virus, ASPV, NC 003462), Ampelovirus (Grapevine
leafroll-associated virus 3, GLRaV-3, NC _004667) e Closterovirus
(Beet yellows virus, BYV, NC_001598), respectivamente.
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O gene parcial da proteina capsidial do GLRaV-2,
isolados Mer8 e Mer31,com 397 nucleotideose 131 aad,
foi amplificado por RT-PCR a partir de duas amostras
de 'Merlot'. A identidade entre os isolados Mer8 (planta
sintomatica) e Mer31 (planta assintomatica) foi de 98,4
e 97,7%, para nucleotideos e aad, respectivamente.
As sequéncias de nucleotideos destes dois isolados
(Mer8: GenBank KJ958525 e Mer31: KJ958526)
apresentaram identidade entre 86,6 ¢ 98,9% com oito
isolados brasileiros (M/C, L/I, SE, IT, MH, RI, CS2,
IS3) (Figura 1). A identidade de aad entre os isolados
Mer8 e Mer31 e esses oito isolados nacionais variou
entre 91,6 e 100%. Houve grande proximidade entre
os dois isolados estudados (Mer8 e Mer31), além de
relacionamento filogenético, um pouco mais distante,
com oito isolados brasileiros (Figura 1 C).

Embora poucas substituicdes de nucleotideos no
genoma viral ou pequenas divergéncias de aminoacidos
em determinados genes possam alterar propriedades
bioldgicas dos virus, como gama de hospedeiras
e expressdo de sintomas (Poojari et al.,, 2013), tal
possibilidade ndo foi explorada no presente trabalho.
As analises das sequéncias de nucletotideos e aad dos
1solados de GRSPaV, GVA e¢ GLRaV-2, mostraram a
associacdo de dois isolados virais que apresentaram
alta homologia entre si (97,7-99,6%) e com isolados
homologos que infectaram videiras sintomaticas e
assintomaticas. As diferencas sintomaticas podem
estar relacionadas & variabilidade entre diferentes
isolados virais, bem como podem estar relacionadas
a outros fatores, tais como: periodo transcorrido
desde a infecgdo viral, isolados latentes, diferenca de
viruléncia entre isolados, titulo viral e efeito sinérgico
entre infecgdes virais multiplas (Naidu et al., 2014).
Gambino et al. (2012), Rosa et al. (2011) e Poojari
et al. (2013) mostraram a existéncia de isolados
latentes dos virus GRSPaV, GVD e GLRaV-2 em
videiras. A grande maioria dos trabalhos de avaliagdo
agrondmica compara videiras infectadas por virus
e videiras livres de virus, normalmente obtidas por
meio de cultura de tecidos (Maliogka et al., 2015).
O presente trabalho comparou videiras sintomaticas
e assintomaticas, independentemente do status
fitossanitario, se infectadas ou nao por virus. Tal
situacdo reflete, de forma mais fidedigna, a condi¢do
prevalente encontrada em campo, em particular nas
regides viticolas brasileiras.
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Conclusoes

1.As plantas de 'Cabernet Franc', 'Cabernet
Sauvignon', 'Merlot' ¢ 'Nidgara Rosada', que ndo
expressam sintomas foliares ou no porta-enxerto,
mesmo que infectadas, apresentam melhor desempenho
das variaveis agronOmicas e enologicas do que as
plantas sintomaticas.

2. Existe alta identidade de nucleotideos entre
isolados homologos de GRSPaV, GVA e GLRaV-2 de
plantas sintomaticas e assintomaticas.
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