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entre os problemas fitossanitarios da videira (Vitis spp.), destacam-se os virus,

patégenos que podem reduzir a qualidade e o rendimento da producédo de uva.

No entanto, detectar e identificar infeccoes virais em videiras pode ser um desafio.
Os objetivos deste trabalho foram identificar as principais espécies virais presentes em
vinhedos comerciais de municipios do Vale do Rio do Peixe, em Santa Catarina, e avaliar
a deteccio viral em diferentes estadios de desenvolvimento da videira e em tecidos,
expressando diferentes intensidades de sintomas, utilizando RT-PCR em tempo real
(RT-gPCR). Todos os sete virus e o viroide avaliados estdo amplamente disseminados
nas areas amostradas, frequentemente em altas incidéncias, variando de 27,1% a 85,4%,
e em infeccdes multiplas. Evidencia-se a importancia que as viroses possuem dentro
dessa prestigiada regiao de cultivo da videira no Brasil. Em dois ensaios, foram avaliadas
a capacidade e a confiabilidade da RT-gPCR em detectar virus e viroide em tecidos
vegetais em diferentes estadios de desenvolvimento e em folhas com sintomas severos,
intermediarios ou assintomaticas. Amostras de videiras com pouco desenvolvimento
vegetativo (até 74 dias apds a poda) ndo foram adequadas para a diagnose. A deteccdo
viral foi possivel na maioria dos tecidos foliares, expressando diferentes intensidades
de sintomas, inclusive em folhas assintomaticas. Essa informacao contribui para definir
pardmetros de amostragem determinantes para um diagndstico confidvel.
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Abstract

Incidence of grapevine viruses in Vale do Rio
do Peixe (Brazil) and sampling parameters
for viral indexing of grapevines

Among phytosanitary problems of grapevines (Vitis spp.), viruses stand out for their
capacity of reducing the quality and yield of grapes. However, detecting and identifying
viral infections in grapevines can be challenging. The objectives of this study were to
identify the main viral species present in commercial vineyards in municipalities of Vale do
Rio do Peixe, Santa Catarina State, Brazil and to evaluate the viral detection in different
stages of grapevine development and in tissues expressing different symptom intensities
using real time RT-PCR (RT-qPCR). All seven viruses and the viroid evaluated are widely
spread in the sampled areas, often with high incidence, ranging from 27.1% to 85.4%, and
multiple infections, highlighting the relevant role that these pathogens have within this
important grape-growing region of Brazil. Two trials assessed the capacity and reliability of
RT-gPCRtodetect viruses and a viroid in leaves with severe or intermediate symptoms and
asymptomatic leaves. It has been demonstrated that tissue samples of young vegetative
growth (up to 74 days after pruning) are unsuitable for virus diagnosis. Virus detection
was possible in most leaf tissues expressing different intensities of symptomes, including
asymptomatic leaves. This information contributes to establishing sampling parameters
that are crucial for a reliable diagnosis.

Keywords: survey, detection, sampling, RT-qPCR, Vitis.
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Introducao

O processo infeccioso causado por patdgenos
virais em videiras (Vitis spp.) resulta em reducao
do rendimento, da qualidade da producao e
da vida util do vinhedo e, por fim, reflete-se
na rentabilidade da cultura. Existem cerca de
21 e 86 espécies virais relatadas na cultura da
videira, no Brasil e no mundo, respectivamente;
alguns desses patogenos apresentam destacada
relevincia por induzirem perdas relevantes
(FUCHS, 2020). A propagacdo vegetativa da
videira, seu cultivo perene (longa exposicdo em
campo) e a presenca de vetores para alguns virus
facilitam adisseminacdo e aocorrénciade doencas
complexas pelo acimulo de diferentes espécies
virais em uma mesma planta (BASSO et al., 2017).

Em Santa Catarina, a vitivinicultura representa
uma atividade econdémica expressiva. A area
plantada com videiras no Estado é de cerca de
4.000 ha, com uma producido aproximada de
60.000 toneladas de uva em 2019 (MELLO;
MACHADO, 2020). O Vale do Rio do Peixe, no
mejo-oeste catarinense, é uma regido tradicional
de cultivo da videira, com pequenas propriedades
agricolas, sendo responsdvel por significativa
parcela da producéo estadual, com destaque para
os municipios de Tangar3, Videira e Pinheiro Preto.
Nessa regido, cultivam-se principalmente videiras
americanas. As uvas sdo destinadas a elaboracao
de vinhos e de sucos, e pequena porcao é destinada
para o consumo in natura. Inexistem informacoes
sobre a incidéncia de patdégenos virais nessa
importante regido viticola brasileira.

Em areas onde predomina o cultivo de videiras
americanas (V. labrusca) e hibridas, como no Vale
do Rio do Peixe, os sintomas caracteristicos
de viroses tendem a estar ausentes ou serem
medianamente perceptiveis na parte aérea da
planta, devido a reacdo tolerante do gendtipo
dessas hospedeiras. Isso dificulta a avaliacao
visual em campo e a constatacdo dos efeitos
negativos da ocorréncia das doencas virais nos
parreirais, sinalizando a necessidade de utilizacdo
de testes diagndsticos para se determinar o estado
fitossanitario das plantas (FAJARDO; NICKEL,
2015). Além do gendtipo da hospedeira, os
sintomas de infeccao viral na videira podem variar
em funcdo das condicbes ambientais, do estadio
de desenvolvimento, da condicdo nutricional

da planta e, também, da combinacido entre a
espécie/cultivar da videira e a espécie/estirpe
viral. Dessa maneira, a infeccao viral pode passar
despercebida por ndo induzir a manifestacdo de
sintomas facilmente distinguiveis (BASSO et al,,
2017).

Em infeccbes virais de videiras, comumente
se verifica  distribuicdo irregular e baixa
concentracdo do virus na hospedeira, e flutuacao
do titulo viral, tanto ao longo do ciclo da planta
(variacdo sazonal) quanto em seus diferentes
tecidos (FIORE et al.,, 2009). Dessa forma, é
importante estudar essas variacdes, utilizando-se
técnicas de diagnéstico sensiveis. Os resultados
gerados nesse tipo de abordagem podem embasar
recomendacdes de amostragens que aumentem a
confiabilidade do diagndstico (FAJARDO, 2015).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivos:
1) determinar parametros de amostragem para
uma indexacdo viral eficiente, por RT-PCR em
tempo real (RT-gPCR), em tecidos vegetais
de diferentes estadios fenoldgicos da videira,
expressando diferentes intensidades de sintomas;
e 2) a partir do estabelecimento dos parametros
de amostragem, caracterizar a incidéncia de
viroses em vinhedos localizados no Vale do Rio do
Peixe, em Santa Catarina.

Material e Métodos

Levantamento: O levantamento de virus foi
realizado em quatro vinhedos comerciais de trés
municipios na regido do Vale do Rio do Peixe,
Santa Catarina,em marco de 2020. No total, foram
coletadas 48 amostras (12 plantas por vinhedo,
8-10 folhas maduras com peciolos/amostra),
conforme detalhamento: Vinhedo 1: cv. Isabel
Precoce enxertado no porta-enxerto cv. VR 043-
43, com 8 anos de idade em Pinheiro Preto, SC;
mudas prontas adquiridas de viveirista; Vinhedo
2: cv. Bordo enxertado no cv. VR 043-43, com 20
anos de idade em Videira, SC; mudas formadas
pelo produtor com a aquisicao da copa e do porta-
enxerto de viveirista e também utilizando cv. copa
colhido na propriedade; Vinhedo 3: cv. Bordd
enxertadonocv. VR 043-43,com 10 anos de idade
em Videira, SC; mudas prontas adquiridas de
viveirista; Vinhedo 4: cv. Isabel enxertado no cv.
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Paulsen 1103, com 40 anos de idade em Tangar3,
SC; mudas formadas pelo produtor com o cv. copa
colhido na propriedade e aquisicdo do porta-
enxerto.

As recomendacbes geradas no ambito dos
ensaios 1 e 2 deste trabalho foram seguidas
nos procedimentos de coleta de amostras do
levantamento em Santa Catarina, objetivando
que o resultado da indexacdo viral da amostra
coletada refletisse o real estado fitossanitario da
planta amostrada.

As plantas, no momento da amostragem,
exibiam sintomas de declinio (vigor reduzido) ou
amarelamento foliar (5 a 6 amostras, am./vinhedo)
ou estavam assintomaticas (7 a 6 am./vinhedo)
(Figura 1, a1-a3). As amostras foram analisadas
por RT-PCR em tempo real (RT-gPCR TagMan)
(DUBIELA et al., 2013), quanto a presenca de
sete espécies virais, grapevine leafroll-associated
virus 2, 3 e 4 (GLRaV-2, -3 e -4), grapevine virus
A (GVA), grapevine virus B (GVB), grapevine fleck
“virus (GFkV), grapevine rupestris stem pitting-
associated virus (GRSPaV) e um viroide, grapevine
yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1).

RT-PCR em tempo real: A extracido de RNA
total, a partir de 1 g de folhas (peciolos e nervuras)
e de ramos verdes ou maduros (pequenos
fragmentos ou raspas do lenho, respectivamente),
foi realizada triturando-se o tecido vegetal
em nitrogénio liquido com adsorcdo em silica
(ROTT; JELKMANN, 2001). Planta de videira
comprovadamente sadia e RNA total extraido de
videiras infectadas pelos virus foram utilizados,
respectivamente, como controles negativo e
positivo das reacoes.

Os oligonucleotideos e as sondas utilizados nas
reacoes de RT-gPCR (TagMan) foram sintetizados
com base em trabalhos publicados: GRSPaV, GVA,
GVB (OSMAN; ROWHANI, 2008); GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV-4 (OSMAN et al., 2007); GFkV e
GYSVd-1 (DUBIELA et al., 2013; FAJARDO et al,,
2016). As sondas foram marcadas na extremidade
5’ com os fluoréforos 6-FAM ou VIC para permitir
a deteccao simultanea de dois virus na mesma
amostra e com TAMRA, fluordéforo bloqueador, na
extremidade 3’ As condicdes das reacoes de RT-
gPCR foram descritas previamente (FAJARDO et
al.,2016), consistindoemensaiosdo tipo presenca/

auséncia, utilizando-se o kit TagMan Fast Virus
1-Step Master Mix e o termociclador StepOnePlus
Real-time PCR System (Applied Biosystems).
As reacbes foram analisadas quantitativa e
graficamente, utilizando-se o StepOne Software
v2.3 (Applied Biosystems), pela determinacao do
Cq (ciclo quantitativo). Valores de Cq abaixo de
35 representam resultados positivos, sendo que,
quanto maior a concentracdo viral na amostra,
menor o valor do Cq.

Deteccao viral em estadios fenoldgicos
da videira (ensaio 1): As videiras foram
mantidas em canteiros (estufins) dentro de
telados na Embrapa Uva e Vinho, condicdo que
permite adequado desenvolvimento das plantas
durante todo o ciclo vegetativo e de repouso,
e foram indexadas por RT-gPCR em seis datas,
correspondendo a diferentes estadios fenoldgicos
da videira, conforme escala definida por Eichhorn
e Lorenz (EPPO, 1984). A poda nas plantas
avaliadas foi realizada em 29 de agosto.

As épocas, estadios fenoldgicos correspondentes
e tipos de tecido avaliados foram os seguintes
(Figura 1, b1-bé): Epoca 1 (22 dias antes da poda):
raspas do lenho de ramos dormentes (coleta em
07 de agosto). Estadio fenolégico 47; Epoca 2 (25
dias ap6s a poda): peciolos de folhas bem jovens
retiradas da base de brotos novos (coletaem 23 de
setembro). Estadio fenolégico 09; Epoca 3 (74 dias
apo6s a poda): peciolos de folhas jovens retiradas
da base de brotos com maior desenvolvimento
(coleta em 11 de novembro). Estadio fenoldgico
15; Epoca 4 (83 dias apds a poda): ramos jovens,
bem desenvolvidos, porém ainda verdes (coleta
em 20 de novembro). Estadio fenoldgico 19;
Epoca 5 (158 dias apés a poda): ramos jovens,
bem desenvolvidos, iniciando o amadurecimento
dos ramos (coleta em 03 de fevereiro). Estadio
fenoldgico 29 e Epoca 6 (210 dias apds a poda):
ramos quase completamente maduros (coleta em
27 de marco). Estadio fenoldgico 38.

Nas épocas definidas, oito plantas foram testadas,
por RT-gPCR, em duplicata conforme metodologia
descrita anteriormente, para um dos virus que as
infectava: Planta 1 (P1), cv. Ruby Cabernete P2, cv.
Merlot, avaliadas para GLRaV-4; P3, cv. Dolcetto e
P4, cv. Garganega, avaliadas para grapevine virus
D (GVD); P5 e P6, dois diferentes acessos do cv.
Cabernet Franc, avaliadas para GRSPaV; P7, cv.
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Figura 1. Imagens de algumas amostras de videira indexadas para virus e viroide. (A) Levantamento de viroses em
Santa Catarina. Amostras colhidas: planta (al) e folha (a2) do cv. Isabel Precoce, sem sintomas de declinio;
planta (a3) do cv. Bordd, com sintomas de declinio. Ambos cultivares infectadas com cinco virus e um
viroide; (B) Deteccdo viral em diferentes estadios fenoldgicos da videira (ensaio 1), épocas 1 a 6 (b1 a bé);
(C) Deteccao viral em folhas de videira com diferentes intensidades de sintoma (ensaio 2). Cultivar Itélia,
exibindo sintomas severos (c1), intermediarios (c2) e folha assintomatica (c3) e cv. Petit Syrah com sintomas
severos (c4), intermediarios (c5) e folha assintomatica (cé).

Italia (Pirovano 65) e P8, cv. Prosecco, avaliados
para GVA.

Deteccao viral em folhas expressando
diferentes intensidades de sintomas (ensaio
2): Em marco de 2020, seis plantas de videiras
infectadas por diferentes virus, mantidas emvasos
em casa de vegetacao na Embrapa Uva e Vinho,
foram avaliadas, por RT-gPCR, em duplicata,
quanto a presenca de sete virus e um viroide
(GLRaV-2, -3 e -4, GVA, GVB, GFkV, GRSPaV
e GYSVd-1 seguindo protocolo anteriormente
descrito. De cada uma das plantas avaliadas,
coletou-se um a trés tipos de amostras com 3-5
folhas/amostra. Os diferentes tipos de amostras
avaliadas foram folhas com sintomas severos (SS),
localizadas na base da planta; folhas com sintomas
intermediarios (Sl), localizadas no terco mediano

da planta e folhas assintomaticas (AS), localizadas
no topo da planta (Figura 1, c1-cé).

As plantas e respectivos tipos de amostras
avaliados foram: P1, cv. BRS Nubia (SS, AS); P2, cv.
Italia (SS, SI, AS); P3, cv. Petit Syrah (SS, S, AS); P4,
cv. Cabernet Sauvignon (SS, AS); P5, cv. Semillon
(SS, AS) e P6, cv. Isabel (AS). A excecio do cv.
Isabel, no momento da avaliacdo, as plantas dos
demais cultivares apresentavam sintomas foliares
relacionados a infeccoes virais (alteracdo de
textura e cor das folhas, enrolamento dos bordos
foliares, manchas avermelhadas ou amareladas
no limbo foliar). Os oito patégenos avaliados
em amostras com até trés tipos de expressao de
sintomas, incluindo folhas assintomaticas e os seis
cultivares do ensaio totalizaram 104 combinacoes
distintas indexadas.
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Resultados e Discussao

Levantamento: No cv. lsabel, apenas duas
amostras estavam livres de todos os patdgenos
(virus e viroide) avaliados e uma amostra
apresentou infeccdo simples com GLRaV-3. As
demais 45 amostras apresentaram infeccoes
multiplas, variando de dois a oito patdgenos,
sendo cinco amostras infectadas com dois
patégenos, trés com trés patdégenos, nove com
quatro patégenos, oito com cinco patdgenos,
doze com seis patdgenos, quatro com sete
patégenos e quatro com oito patdgenos (Tabela
1). Isso evidencia que, no levantamento, o efeito
prejudicial causado pela infeccao viral em videiras
poderia ser potencializado pelas possiveis
interacdes virais sinérgicas nas infeccoes
multiplas.

A média geral de incidéncia viral/viroidal nos
quatro vinhedos avaliados foi 59,4% e as médias
gerais de incidéncia, por patdgeno, considerando-
se 0os quatro vinhedos foram: GLRaV-2 (81,2%),
GLRaV-3(72,9%), GLRaV-4 (27,1%), GVA (47,9%),
GVB (29,2%), GRSPaV (66,7%), GFkV (64,6%) e
GYSVd-1 (85,4%). Dessa forma, conclui-se que os
patégenos avaliados encontravam-se amplamente
disseminados nos vinhedos amostrados. Pode-se
agrupa-los em trés niveis de prevaléncia: maior
(GLRaV-2, GLRaV-3 e GYSVd-1), intermediario
(GVA, GRSPaV e GFkV) e menor (GLRaV-4 e GVB).
Esses niveis de prevaléncia, provavelmente, tém
relacdo com o modo de transmissdo da espécie
viral/viroidal, ou seja, se o virus possui vetor (por
ex. cochonilhas), se o patégeno € transmitido
mecanicamente (por ex. o GYSVd-1) ou se ele

é transmitido através do material propagativo
infectado da videira (MOURA et al., 2018).

As médias de incidéncia viral/viroidal, em cada
um dos quatro vinhedos avaliados, foram:
69,8%, 80,2%, 56,2% e 31,2% de infeccao,
respectivamente, nos vinhedos 1 (cv. Isabel
Precoce), 2 (cv. Bordd), 3 (cv. Bordd) e 4 (cv. Isabel).
Embora a incidéncia de patdgenos virais tenha
sido significativamente diferente entre alguns
vinhedos, nao foi possivel vincular esse fato auma
causa especifica, por exemplo, a origem das mudas
utilizadas no plantio, a idade do vinhedo, o local
de plantio ou a um cultivar especifico de videira.
Considerando-se, individualmente, cada vinhedo,
as incidéncias, por patdgeno, variaram de 0%
(GLRaV-4, vinhedo 4) a 100% (GLRaV-3, vinhedo
3; GRSPaV, vinhedo 1 e GFkV e GYSVd-1, vinhedo
2) (Tabela 1).

Destaca-se que, tanto amostras coletadas de
plantas com sintomas de declinio, quanto sem
esse tipo de sintoma (Figura 1, al-a3), estavam
infectadas por um ou mais patdgenos avaliados,
sem que houvesse evidente tendéncia para a
prevaléncia de infeccdo em um ou outro grupo
de plantas. Foram verificados 109 resultados
positivos de infeccao com patégenos em plantas
com declinio (47,8%) e 119 em plantas sem
declinio (52,2%), de um total de 384 testes
realizados para virus e viroide. Também nao
houve evidéncia de associacao entre um patdgeno
especifico com plantas apresentando declinio. De
fato, os sintomas de declinio da videira (menor
vigor,amarelamentofoliar),emgeral,estaosempre
associados a infeccdo por patégenos fungicos do

Tabela 1. Incidéncia de virus e viroide em amostras de videiras colhidas em vinhedos do Estado de Santa Catarina.

Variagado no
Infeccdo por virus e viroide (%)* nﬂm:ro 4o
Vi- Combinagao Municipio patégenos
nhe- cv.copa/ de SC detectados
do porta-enxerto GLRaV-2 GLRaV-3 GLRaV-4 GVA GVB  GRSPaV GFKV GYsVd-1 ~ ' .
planta**
1 Isabel Precoce / Pinheiro 83,3 58,3 58,3 66,7 16,7 100,0 83,3 91,7 3a8
VR 043-43 Preto
2 Bordd/ VR043-43 Videira 91,7 833 333 833 58,3 91,7 100,0 100,0 4a8
3  Bordd/ VR043-43 Videira 91,7 1000 16,7 8,3 25,0 58,3 583 917 3aéb
4 Isabel/ Paulsen 1103  Tangara 58,3 50,0 0,0 333 16,7 16,7 16,7 583 Oaé

*Virus/viroide: grapevine leafroll-associated virus 2, 3 e 4 (GLRaV-2, -3 e -4), grapevine virus A (GVA), grapevine virus B (GVB), grapevine fleck virus
(GFkV), grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1).
**12 plantas avaliadas por vinhedo.
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solo e causadores de doencas do tronco da videira,
sendo que os virus podem contribuir de forma
sinergistica para intensificar esse importante
problema fitossanitario (MENEZES-NETTO et al,,
2016).

Também merece destacar que videiras americanas
e hibridas, como é o caso dos cultivares avaliados
(Isabel, lIsabel Precoce e Bordé), geralmente
ndo manifestam sintomas foliares evidentes
quanto infectadas por virus, ao contrario
dos cultivares viniferas (V. vinifera), que sao
bastante sensiveis e, na sua maioria, hospedeiros
sintomaticos de patégenos virais. De fato, as
amostras avaliadas neste trabalho nao exibiam
sintomas foliares evidentes que pudessem ser
atribuidos a infeccao viral. Nao obstante o fato
de, normalmente, ndo manifestarem sintomas
foliares evidentes resultantes da infeccao viral, as
videiras americanas sdao negativamente afetadas
em relacdo ao vigor da planta e ao potencial
produtivo, embora em menor nivel do que as
viniferas (FAJARDO, 2015).

Eventuais problemas de desempenho agronémico
das plantas e de qualidade enoldgica das uvas nos
vinhedos amostrados poderiam ser resultantes
da baixa qualidade fitossanitaria desses vinhedos,
decorrente de infeccoes virais. A area cultivada
com videiras em Santa Catarina no periodo de
2016 a 2018 foi maior do que aquela cultivada em
2019, bem como a producao de uvas no Estado
foi maior em 2017 e 2018, comparativamente a
2019 (MELLO; MACHADO, 2020). Vérios fatores
econdmicos, de mercado, climaticos, bem como
fitossanitarios, dentre os quais as viroses, podem
estar relacionados a esses decréscimos.

Esses resultados agregam informacdes sobre
a incidéncia de viroses em videiras no Brasil,
além daquelas ja disponiveis para o Vale do Sao
Francisco e a Zona da Mata em Pernambuco e
na Bahia (CATARINO et al., 2015), a regido de
Sdo Roque em Sao Paulo (MOURA et al,, 2018) e
a Serra Gaucha no Rio Grande do Sul (FAJARDO
et al., 2020). Essa abordagem contribui para o
desenvolvimento de estratégias de controle
e manejo de viroses, que deve enfatizar a
importancia da utilizacdo de material propagativo
livre de virus na implantacdo de novos vinhedos.
Basicamente, as medidas a serem adotadas devem
ser profilaticas, pois ndo existe a possibilidade de

se curar, no campo, uma planta infectada por virus
(BASSO et al., 2017).

Deteccao viral em estadios fenoldgicos da
videira (ensaio 1): Em nenhuma das quatro
épocas iniciais avaliadas as plantas exibiam
sintomas de infeccdo viral, ou porque as folhas
eram jovens (épocas 2, 3 e 4) ou porque a planta
estava em dorméncia (sem folhas, época 1). No
entanto, nos estadios fenoldgicos das épocas 5 e
6, naqueles cultivares propensos a expressao de
sintomas de infeccao viral, ou seja, basicamente
cvs. de V. vinifera, ja era possivel observar a
presenca de sintomas foliares como enrolamento
dos bordos foliares, manchas avermelhadas e
bolhosidades no limbo foliar (Figura 1, b1-bé).

Neste ensaio, que visou determinar a infeccao
de quatro virus (GRSPaV, GVA, GVD e GLRaV-4)
em seis estadios fenoldgicos da videira, foi
possivel detectar, por RT-gPCR, todos os virus,
em todas as plantas, apenas na época 1 (22
dias antes da realizacdo da poda). Essa época é
caracterizada pelo estadio fenoldgico no qual a
planta encontrava-se em repouso (dormente)
e os tecidos (ramos) estavam completamente
maduros. A partir da época 4 (83 dias apds a
realizacdo da poda) foi possivel reestabelecer a
deteccdo dainfeccao viral pelo GLRaV-4 na planta
2 e a partir da época 5 (158 dias apds a poda), o
reestabelecimento da deteccao também ocorreu
para os virus GVD, GRSPaV e GVA. Na época 6
(210 dias ap6s a poda), a capacidade de deteccao
dos quatro virus foi mantida. Esse resultado
confirma a orientacdo pela utilizacdo de tecidos
maduros (raspas do lenho de ramos maduros
de videira), pois estes promovem uma diagnose
confidvel (OSMAN et al., 2018).

OSMAN et al. (2018) mencionam que a
distribuicdo irregular dos virus na videira pode
ser devida a diferencas na interacdo planta
X virus que afetariam a eficiéncia com que o
virus se replica e se movimenta no floema da
hospedeira. Baixa eficiéncia, nesse caso, pode ser
caracterizada por baixo titulo viral na planta. Com
a crescente evolucao do titulo viral ao longo do
ciclo de crescimento da videira, em determinado
momento (estadio fenoldgico da planta), o virus
atinge um titulo viral (concentracio) capaz de ser
detectado pelo teste diagndstico utilizado.
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Nas épocas 2 e 3 (25 e 74 dias ap6s a realizacdo
da poda, respectivamente), caracterizadas pela
presenca de tecidos vegetais ainda muito jovens
ou menos desenvolvidos, no foi possivel detectar
a presenca dos quatro virus, provavelmente,
devido a inadequabilidade do titulo viral para
a deteccdo ou ao tempo insuficiente para que
o virus alcancasse os tecidos amostrados. A
replicacdo viral dentro da planta hospedeira e,
consequentemente, o tempo necessario para
atingir otitulo viral minimo que permita adeteccao
pelo teste diagnodstico, depende de varios fatores,
dentre eles a sensibilidade da hospedeira, as
condicoes ambientais e a espécie viral (OSMAN et
al., 2018).

A impossibilidade de se detectar os virus nas
épocas 2 e 3 pode ser atribuida a concentracao
viral muito baixa, abaixo do limite de deteccao
da técnica de diagndstico, nas preparacoes de
RNA total obtidas. Essas, por sua vez, também
apresentam distintas caracteristicas (qualidade e
concentracao do RNA total extraido), derivadas da
eficiéncia do método utilizado para a extracao do
RNA total. ART-PCR em tempo real é considerada
a técnica “padrado-ouro” da diagnose viral, pois
retne sensibilidade, especificidade, viabilidade
e rapidez de execucdo (DUBIELA et al, 2013;
OSMAN et al., 2018).

Deteccao viral em folhas expressando
diferentes intensidades de sintomas (ensaio
2): Considerando as 104 combinacées de
indexacoes realizadas, em 22,1% delas, os virus
GLRaV-2 (nos cvs. Cabernet Sauvignon e Isabel),
GLRaV-3 (no cv. Semillon), GLRaV-4 (no cv. Cab.
Sauvignon), GVA (nos cvs. BRS Nubia, Italia, Cab.
Sauvignon, Semillon e Isabel), GVB (nos cvs. BRS
Nubia e Semillon) e o viroide GYSVd-1 (no cv.
Cab. Sauvignon) ndo foram detectados em folhas
com sintomas severos e intermediarios e/ou
folhas assintomaticas. Conclui-se que as plantas
avaliadas, de fato, ndo estavam infectadas com
esses patogenos e, portanto, os sintomas exibidos
eram induzidos por outro agente causal.

Em apenas seis combinacoes (5,8% do total), no cv.
Italia, somente foi possivel detectar os patégenos
avaliados (GLRaV-4 e GYSVd-1) em folhas com
sintomas severo e intermediario, ndo tendo sido
possivel detectar esses patégenos em tecidos
assintomaticos desse cultivar.

Na maioria das combinacdes testadas (oito
patogenos, seis cultivares e tecidos com sintomas
severos, intermediarios ou folhas assintomaticas),
foi possivel a deteccdo dos virus ou viroide em
todos os tipos de tecidos colhidos e indexados
de uma mesma planta, o que inclui os tecidos
assintomaticos. Isso foi verificado em 72,1% ou
94,2% dos casos, considerando-se o nimero total
de combinacdes ou apenas aquelas em que as
plantas estavam comprovadamente infectadas
com o virus avaliado, respectivamente (Figura
1, c1-c6). Assim, a manifestacido de sintomas, em
diferentes intensidades, ou sua auséncia, nao
foi determinante para a deteccdo viral por RT-
gPCR. Conclui-se que tecidos vegetais (ex. folhas),
onde nao sao visualmente perceptiveis sintomas
de infeccdo viral, ndo podem necessariamente
serem considerados sadios, sendo isso valido para
cultivares de videira viniferas e americanas.

As indexacoes desse ensaio foram realizadas em
marco de 2020, ou seja, cerca de 200 dias apds
a realizacdo da poda, assim, os patdégenos virais
presentes nas plantas avaliadas ja teriam tido
tempo suficiente para alcancar diferentes tecidos
dahospedeira. Anaturezasistémicados patégenos
virais em suas hospedeiras e os resultados
positivos de deteccao viral obtidos no ensaio 1
para a época 6 (210 dias apds a poda) embasam
e aportam confiabilidade aos resultados obtidos
nesse ensaio. No entanto, a confirmacao da
presenca do virus em determinado tecido vegetal
ndo implica, necessariamente, que tal tecido ja
esteja manifestando sintomas macroscépicos
evidentes (FAJARDO et al., 2017). Isso dependera
de varios fatores, tais como: tempo que o virus ja
esteja se replicando no tecido; tempo necessario
para que a replicacdo viral no tecido resulte em
danos celulares que serdo, adiante, externalizados
visualmente nas folhas ou ramos; titulo viral
alcancado no tecido infectado e a viruléncia do
isolado viral, dentre outros.

Os resultados obtidos reforcam a importancia
de que o diagnostico viral seja conduzido,
observando-se parametros cientificos, embasados
experimentalmente, por exemplo, época e tecidos
indicados para a amostragem (FIORE et al., 2009;
OSMAN et al., 2018), visando-se minimizar a
ocorréncia de falso-negativos e aumentar a
acuracidade da deteccdo viral em videiras.
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Conclusao

1. A incidéncia de patdgenos virais em uma das
principais regides de cultivo da videira no Brasil
(Vale do Rio do Peixe, SC) mostrou-se elevada,
com frequente ocorréncia de infecgdes mistas por
diferentes espécies virais e/ou viroidal, mesmo
em plantas que nado apresentavam sintomas
relacionados a infeccoes virais. Nao foi constatada
associacdo entre a ocorréncia de sintomas de
declinio e infeccbes virais.

2. Amostras de videiras colhidas em estadios
fenolégicos com  pouco  desenvolvimento
vegetativo da planta ou imaturidade de tecidos
vegetais ndo sio apropriadas a diagnose. A opcao
por tecidos maduros garante uma diagnose
confiavel.

3. Tecidos vegetais de videira (folhas), mesmo
assintomaticos, ndo sido garantia de sanidade,
pois a auséncia momentanea ou permanente de
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