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RESUMO

A videira (Vitis spp.) é cultivada em praticamente todos os continentes
e o intercdmbio de material de propagagdo vegetativa entre paises tem contri-
buido para a disseminagio de virus e agentes subvirais. Até o presente, foram
detectadas, em todo 0 mundo, cerca de 60 espécies de virus e agentes subvirais
nesta cultura, além de intimeras estirpes virais distintas. No Brasil ja foram
relatadas em videira pelo menos 13 espécies de virus, dois viroides, um possi-
vel novo virus de DNA circular e duas possiveis viroses, cujos agentes ainda
ndo foram caracterizados. Embora nem todas essas' viroses tenhiam importan-
cia econdmica, de modo geral apresentam influéncia negativa no rendimento,
qualidade e longevidade dos vinhedos. O uso de material propagativo livre de
virus continua sendo o método de controle mais eficiente para estes patdgenos.
A transferéncia de informagdes e a utilizagio de material propagativo sadio
tém sido consideradas medidas importantes para o sucesso da vitivinicultura.
O objetivo da presente revisdo foi abordar os avangos recentes na virologia
aplicada a cultura da videira, mostrando os conhecimentos alcangados nas ul-
timas décadas e perspectivas de novas descobertas sobre as principais doengas
causadas por virus e agentes subvirais, dando énfase aos trabalhos realizados
no Brasil.
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SUMMARY

ADVANCES AND PROSPECTS IN THE STUDY OF VI-
RAL AND SUBVIRAL DISEASES IN GRAPEVINE WITH
EMPHASIS ON THE SITUATION IN BRAZIL

The grapevine (Vitis spp.) is cultivated in almost all continents and
the exchange of propagating materials between countries has contributed to
the spread of viruses and subviral agents. To date, approximately 60 species
of viruses and subviral agents and numerous distinct viral strains have been
detected in this crop in the world. In Brazil, at least thirteen species of viruses,
two viroids, a possible new circular DNA vVirus and two possible viral diseases
whose agents have not yet been characterized, have been reported in grape-
vine. Although not all of these viruses have economic importance, they gener-
ally negatively impact yield, quality and longevity of the vineyards. Virus-free
planting material remains the most efficient method of control of these patho-
gens. The transfer of information and use of healthy propagation materials
have been considered important measures for the success of viticulture. The
objective of the present review was to summarize recent advances in grapevine
virology, showing the increased knowledge achieved and prospects of new
discoveries about the main diseases caused by viruses and subviral agents,
emphasizing the research carried out in Brazil.

INTRODUCAO

A videira (Vitis spp.) tem sido cultivada h4 milhares de anos e esta
difundida em todos os continentes. No Brasil, os vinhedos ocupam uma érea
de, aproximadamente, 80.000 hectares, com uma produg¢fio anual de cerca de
1.400.000 toneladas (Agrianual, 2012). Na viticultura brasilgira utiliza-se uma
grande diversidade de material genético, sendo mais de 120 cultivares vinife-
ras (V. vinifera L.) e mais de 40 cultivares americanas (V. labrusca L.) (Ca-
margo et al., 2011). A introdugédo recente de novos materiais de viniferas tem
aumentado a diversidade e a qualidade da uva, porém, estes normalmente tém
apresentado maior suscetibilidade a diversos patogenos.

Atualmente sdo conhecidas cerca de 60 espécies de virus, nove de viroides,
trés RNAs satélites e cinco possiveis doengas virais capazes de infectar a videira,
as quais constituem importante ameaga a vitivinicultura (Tabela 1). Esta perspec-
tiva € decorrente da forma de transmisséo destes patogenos, realizada por meio de
propagagdo vegetativa, insetos vetores e, em alguns casos, mecanicamente (Mar-
telli, 2012). Até o momento ndo ha comprovagéo cientifica da transmissao viral
por instrumentos usados no manejo da videira, a exemplo de tesouras de poda.
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Com os avangos nos métodos de detecgdo dos virus e agentes subvirais,
verificou-se que a maioria das ocorréncias desses patogenos em videira ocorre
na forma de infecgdes mistas, sendo este mais um desafio para o diagndstico
e o controle das doencas resultantes. Estas viroses causam grande impacto
economico pela redugdo no rendimento, na qualidade e longevidade dos vi-
nhedos (Basso et al., 2010c) (Figura 1A-H). Atualmente, os inicos métodos
de controle aplicados para as viroses da videira, baseiam-se em estratégias
de prevengéo, por meio da utilizagdo de maferial propagativo (mudas, estacas
ou gemas) comprovadamente livre destes patogenos (Lima, 2009). Uma vez
infectada, € impossivel curar a planta adotando-se métodos tradicionais, como
aqueles utilizados para outros patogenos a exemplo de fungos e bactérias. A
v obteng@o de novas plantas sadias, a partir de plantas infectadas, s6 é possivel

por meio de limpeza clonal, cultura de teeidos e termoterapia (Fajardo et al.,
2004a). Algumas medidas paliativas podem ser adotadas para aumentar o pe-
riodo produtivo de vinhedds infectados, no entanto, tais medidas apresentam
eficdcia parcial. Além disso, devem ser considerados: (i) o possivel aumento
do custo de produgdo com a adogdo de praticas de manejo das viroses; (ii) o
plantio de cultivares e/ou porta-enxertos mais tolerantes a viroses, porém que
ndo apresentam caracteristicas enolégicas ou agrondmicas requeridas; e (iii) a
utilizagdo de cultivares com caracteristicas desejadas, porém altamente susce-
tiveis aos virus (Monis et al., 2010).

O fato de a videira ser uma planta perene, com longo periodo de expo-
si¢do dos vinhedos em campo e ser propagada vegetativamente, por meio de
diferentes tipos de enxertia e por estacas, facilita a disseminagio de patégenos
e favorece o aparecimento de doengas complexas, pelo acimulo de diferentes
espécies ou estirpes virais em uma mesma planta ou vinhedo (Fajardo et al.,
2007a). Embora nem sempre despertem a atengéo dos viticultores, os sintomas
exibidos pelas plantas infectadas por virus podem ser visualmente confundidos
com deficiéncias nutricionais ou com alteragdes induzidas por outros patdge-
nos, contribuindo para a disseminag@o inadvertida via propagagio vegetativa
(Garrido et al., 2008). Dependendo da combinagdo entre cultivar e espécie
viral, os primeiros sintomas caracteristicos podem ser perceptiveis somente 2

' a 3 anos apos a infecgdo (Lima & Fajardo, 2012). Os sintomas variam com as
condigdes ambientais, estddio fenoldgico da planta, praticas de manejo, ferti-
lidade do solo, espécie e estirpe virais e com a cultivar da videira (Fajardo et
al., 2007a). A maioria dos sintomas de viroses é facilmente reconhecivel em
cultivares suscetiveis, em especial, no final do ciclo vegetativo, antes da queda
das folhas. Em plantas muito afetadas, os sintomas podem ser evidentes a par-
tir da floragdo, porém sdo mais comuns em época proxima a maturagfio da uva
(Cabaleiro & Segura, 2006).

O crescente avango no conhecimento sobre a ocorréncia de virus e
agentes subvirais em videira, a compreenséo da dindmica destes patégenos na

’
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cultura, a prética de indexagdo de materiais propagativos e os resultados oriun-
dos da pesquisa tém contribuido para o sucesso da produgdo de uva em varias
partes do mundo. Diante da importancia socioecondmica da viticultura, dos
efeitos danosos das viroses e da necessidade de atualizagGes técnico-cientifi-
cas para estudantes e profissionais que trabalham nessa 4rea, o objetivo desta
revisdo foi abordar os avangos da virologia aplicada ao cultivo da videira, evi-
denciando as recentes descobertas e perspectivas sobre as principais doencas
causadas por virus e agentes subvirais, dando énfase aos trabalhos realizados
com materiais cultivados nas condig¢des brasileiras.

S

Figura 1. Sintomas de viroses em videiras. (A) Degenerescéncia da videira
(fanleaf degeneration, induzida pelo Grapevine Janleaf virus), folha sintoma4-
tica (dir.); (B) Caneluras em videira, com ranhuras no tronco (dir.); (C) Lenho
rugoso, ramo com intumescimento e rachaduras na base (dir.); (D) Lenho ru-
£0so0, corte transversal de ramo com engrossamento da casca e caneluras (dir.);
(E) Cachos de uva da cv. Cabernet Franc produzidos em videiras que exibiam
sintomas de infecgdo viral (abaixo); (F) Enrolamento da folha em cv. vinifera
branca (abaixo); (G) Enrolamento da folha em cv. vinifera tinta (abaixo); (H)
Muda infectada por virus (dir.). Em todas as fotos foram incluidas videiras

sadias ou assintomaticas para comparagio com materiais infectados (Fotos:
Thor V. M. Fajardo).
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DANOS CAUSADOS POR VIRUS EM VIDEIRAS

Os efeitos dos virus e agentes subvirais na videira podem se manifestar
de formas mais especificas ou mais abrangentes, com variagdes que depen-
dem da espécie viral, cultivar da videira e condi¢des climaticas. As plantas
infectadas apresentam alteragdes na expressdo de genes, redugéo do potencial
fotossintético, aumento na taxa de respira¢éo, redugdo dos teores de clorofila e
acumulo de agucares soluveis totais nas follias, e consequentemente, deficién-
cia na translocagdo desses agtlicares para os tecidos de reserva ou para as bagas
(Basso et al., 2010c).

Verificou-se indugdo ou represséo significativa na expressdo de genes
da videira envolvidos em rotas metabolicas, na biossintese de metabolitos pri-
marios ou secundarios, genes que codificam proteinas associadas a senescén-
cia (proteases, lipases, proteinas envolvidas na mobilizagdo de nutrientes e
minerais, transportadores, fatores de transcrigdo, proteinas relacionadas com
tradugdo, enzimas antioxidantes), genes relacionados aos mecanismos de de-
fesa e aos processos de desenvolvimento do hospedeiro (Espinoza et al., 2007,
Vega et al., 2011).

A infecgdo viral ou subviral pode acelerar a senescéncia das plantas e
inibir ou retardar a biossintese de clorofila, alterando intimeras fungdes fisio-
légicas da planta hospedeira. Em plantas infectadas, quando comparadas com
plantas sadias, os limites maximos de fotossintese apresentam valores bem
abaixo do normal, possivelmente devido a outras limitagdes fisioldgicas im-
postas pelo virus, podendo chegar a redugéo de até 68% (Sampol et al., 2003;
Basso et al., 2010c). Verificou-se também alteragéo na radiagdo de saturagéo de
folhas sintomaticas, que pode apresentar redugéo de até 41%, fazendo com que
. o incremento na fotossintese seja limitado pelas reages fotoquimicas. Folhas
' sintomaticas podem apresentar aumento de 80 a 250% no ponto de compen-
sac¢do de luz. Em contrapartida, ha redugéo no rendimento quéntico aparente
da ordem de 35% em relag@o as folhas de plantas sadias, resultando em maior
exigéncia de radiagdo para viabilizar a fixagdo de CO, (Basso et al., 2010c).
Outros disturbios podem ser atribuidos a danos diretos que os virus podem
exercer sobre os cloroplastos e membranas dos tilacoides, interferéncias da
proteina capsidial no fotossistema II, redugdes nas concentragdes de clorofila e
de proteina soltvel total e redugéio na atividade da enzima rubisco (Sampol et
al., 2003). O menor potencial fotossintético, apresentado pelas plantas infec-
tadas, também pode estar relacionado a menor area foliar exposta em plantas
infectadas e ao aumento da concentragdo de antocianinas (avermelhamento)
| comumente verificado em folhas sintomaticas (Brar et al., 2008).

‘ Os virus, ao se concentrarem nos tecidos do floema e por codificarem
proteinas de movimento, podem desorganizar os tecidos dos vasos conduto-
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res de seiva, interferindo no fluxo de fotoassimilados, que ao se acumularem
nas folhas infectadas contribuem para sua caréncia em 6rgaos-dreno da planta,
como ramos, raizes e frutos (Lalonde et al., 2003). O maior actmulo de acu-
cares soluveis totais e amido em folhas de plantas infectadas pode resultar em
retroinibi¢do metabdlica, como consequéncia, haveria o bloqueio da transloca-
¢do desses carboidratos (Berger et al., 2007).

De forma mais abrangente, verifica-se redugdo no teor de sélidos so-
luveis totais (grau brix) e ocorréncia de maturagdo irregular das bagas, redu-
¢d0 na qualidade e no rendimento da produgdo e, em casos mais severos de
infecgéo, enfraquecimento e atraso das brotagdes, reducio da longevidade e
declinio das plantas e até a morte de plantas cronicamente infectadas (Vega et
al., 2011; Giribaldi et al., 2011). Analises enoquimicas evidenciaram a matu-
ragdo irregular e incompleta das uvas provenientes de plantas infectadas. Uvas
colhidas de plantas infectadas apresentaram redugdes de solidos soltveis totais
de, aproximadamente, 3°Brix, aumento na acidez titulavel do mosto e redugdes
na intensidade de cor em cultivares tintas de até 35%, nos indices de polifendis
totais de até 38%, na biossintese de taninos, flavondides, antocianinas, polia-
minas, compostos aromaticos e outros metabélitos (Brar et al., 2008; Basso et
al., 2010c) (Figura 1A-H).

Dubiela et al. (2011) avaliaram variaveis agrondmicas em duas cul-
tivares de videiras infectadas com GRSPaV e GVB comparativamente a vi-
deiras assintomadticas. Foram observadas diferengas nas seguintes variaveis
(% de redugdo em relagdo as plantas sem sintomas): n° ramos com cachos
(24-37%), n® cachos (35%), peso fresco do cacho (37-55%), peso total de
bagas/cacho (36-55%), peso do engago (52-54%) e n° bagas/cacho (27-
47%). Adicionalmente, em uma das cultivares foram verificadas diferengas,
em favor das plantas sem sintomas, em relagdo ao n° gemas brotadas (28%),
n° total gemas (22%) e °Brix do mosto (cerca de 7%) e, em outra cultivar,
em relagdo ao peso médio de baga (13%) e n° de gemas ndo brotadas nas
plantas infectadas (redugdo de 51%).

PRINCIPAIS DOENCAS VIRAIS E SUBVIRAIS DE
IMPORTANCIA ECONOMICA MUNDIAL

De todas as viroses Jjarelatadas em videira, um grupo restrito se destaca
por sua importancia econémica em nivel mundial. Sdo doengas com sintomas
tipicos resultantes de infecgoes simples ou multiplas de espécies virais das
seguintes familias: a) Closteroviridae - Enrolamento da folha; b) Betaflexivi-
ridae - Lenho rugoso; c) Secoviridae - Degenerescéncia da videira; d) Tymovi-
ridae - Mancha das nervuras. Essas quatro viroses Jé foram relatadas no Brasil
(Tabela 2; Figura 2), com maior relevancia para o Enrolamento da folha e o

Avangos e perspectivas no estudo das doengas virais e
subvirais em videira com énfase na realidade brasileira — 169

Lenho rugoso (Radaelli et al., 2009; Basso et al., 2010a), e em paises vizinhos
como Argentina e Chile (Volpe et al., 2010; Fiore et al., 2008 e 2011).

E comum a ocorréncia de infecgoes multiplas com virus pertencentes a
diferentes familias, causando um quadro sintomatolégico complexo e varidvel
dependendo das espécies envolvidas, além de agentes subvirais, porventura
também presentes. A presenca de sintomas normalmente varia em fungdo da
idade do tecido da planta infectada, correlacionando-se, na maioria das vezes,
com a concentragdo viral. Assim, tecidos maduros, comparativamente aos jo-
vens, tendem a apresentar expressio de sintomas e maior concentragao viral,
decrescendo a partir de ramos do ano anterior, ramos do ano, peciolos, até o
limbo foliar (Cabaleiro & Segura, 2006; Tsai et al., 2012).

Muitas espécies virais e agentes subvirais detectados em videiras néo
apresentam relevéancia econémica comprovada, ocorrendo de forma ocasional,
em areas restritas ou associados a infecgdes latentes. A maioria dos virus que
infecta a videira apresenta genoma constituido de RNA fita simples, senso po-
sitivo, revestido por um capsideo, formando particulas virais nio envelopadas.
Apresentam-se como excegdo o Tomato spotted wilt virus, do género Tospovi-
rus, familia Bunyaviridae, que é envelopado e possui genoma constituido por
trés segmentos de RNA, sendo um negativo e dois deles com estratégia de ex-
pressdo ambi-senso, além de quatro virus com genoma de DNA, recentemente
detectados, possiveis membros das familias Caulimoviridae e Geminiviridae
(Tabela 1). Sem excegdo, todos esses patdgenos séo disseminados por meio da
propagacgao vegetativa da videira.

Quanto as taxas de diversidade e variabilidade genética, as popula-
¢oes dos virus e agentes subvirais que infectam a videira ndo fogem a regra e
comportam-se como “quase-espécie”, ou seja, um continuo de genomas virais
quase idénticos, pertencentes & mesma espécie. Por outro lado, destaca-se a
recente identificagdo de novas espécies ou estirpes virais resultantes de eventos
de recombinagdo ou acimulo de mutagdes ao longo do tempo (Boulila, 2011;
Ito et al., 2013). Evidéncias de coevolugio ou adaptacio entre espécies de vi-
rus e a videira também jé foram relatadas, indicando a ampla disseminagdo e o
sucesso desses patdgenos em infectar sua hospedeira (Gambino et al., 2012).

No Brasil, treze espécies de virus, duas espécies de viroides e duas
doengas virais ja tiveram suas ocorréncias relatadas em vinhedos (Tabela 1).
Diversos isolados virais e viroidais foram caracterizados no pais (Tabela 2).
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Complexo do enrolamento da folha da videira

O Enrolamento da folha da videira ¢ a virose mais difundida no Brasil
e nos demais paises produtores de uva, tendo sido relatada em praticamente
todas as regides viticolas (Fajardo et al., 2007b). A importéncia econémica
desta virose ¢ variavel em fungédo principalmente da(s) espécie(s) viral(ais) en-
volvida(s), espécie e cultivar da videira, da incidéncia no vinhedo e da regido
geografica em que ocorre (Alkowni et al., 2011).

Essa doenga € caracterizada por causar alteragdes na anatomia dos te-
cidos do floema, incompatibilidade da enxertia e sintomas foliares caracteris-
ticos que, independentemente da cultivar, aparecem sempre a partir da base
dos ramos, evoluindo para as folhas da extremidade, sendo mais acentuados
no final do ciclo vegetativo. Em cultivares suscetiveis, os sintomas tipicos
sdo o avermelhamento das folhas, que adquirem textura coriacea, seguido de
enrolamento dos bordos da folha para baixo. Nas cultivares viniferas tintas, o
limbo adquire uma coloragdo vermelho-violacea e o tecido ao longo das ner- ‘
vuras principais permanece com a cor verde. Nas cultivares brancas, o limbo
e as nervuras apresentam leve coloragdo amarelo-palida (Lima & Fajardo,
2012) (Figura 1E, F e G). As cultivares de videiras americanas e hibridas,
predominantes no Brasil, sdo consideradas tolerantes, geralmente assinto-
maticas, observando-se apenas leve enrolamento das folhas nas cvs. Niagara
Branca, Niagara Rosada e Concord e, as vezes, necrose entre as nervuras
principais. Na cultivar Isabel, a redugéo no crescimento e no rendimento &,
na maioria das vezes, a inica alteracéo evidente, nao sendo observados sinto-
mas foliares. As cultivares usadas como porta-enxerto ndo exibem qualquer |
sintoma foliar, dificultando a diferenciagdo entre as plantas infectadas e as
sadias, o que pode favorecer a disseminagdo de virus na etapa de formagéo
das mudas (Basso et al., 2010a).

Os agentes causais do Enrolamento da folha constituem um grupo de
virus, podendo ocorrer de forma isolada ou como um complexo viral, sendo
normalmente referidos como os virus associados ao enrolamento da folha da
videira. Até o final de 2011 eram conhecidas onze espécies denominadas Gra-
pevine leafroll-associated virus 1,2, 3,4, 5,6,7,9, Pr, De, Car (GLRaV-1, 2,
3,4,5,6,7,9, Pr, De, Car, respectivamente) (Tabela 1). Pela incidéncia e im-
portancia econdmica, na maioria dos paises viticolas, destacam-se o GLRaV-1,
-2, -3 e -4 (Martelli, 2012). Uma reviséo recente de Maree et al. (2013) retne
informagdes mais relevantes e atualizadas sobre o GLRaV-3, o principal virus
do complexo do enrolamento da folha da videira.
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594
852
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798
565
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597
431
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596-623
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340
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Nucleotideos

Proteina capsidial (parcial)
Proteina de liga¢ao ao RNA
Proteina capsidial

Proteina capsidial (parcial)
Proteina capsidial (parcial)

Por¢dio gendmica
caracterizada
Proteina capsidial
Proteina capsidial
Proteina capsidial e
Proteina capsidial
HSP70 (parcial)
Proteina capsidial
HSP70 (parcial)
HSP70 (parcial)
HSP70 (parcial)

Replicase (parcial)
Proteina capsidial

HSP70 (parcial)
HSP70 (parcial)

viroide
GVA
GVB
GVD
GLRaV-1
GLRaV-2
GLRaV-3
GLRaV-4
GLRaV-5
GLRaV-6

Virus/

Tabela 2. Espécies de virus e viroides que infectam a videira e que foram molecularmente caracterizadas no Brasil.
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Esses virus pertencem aos géneros Closterovirus e Ampelovirus, am-
bos da familia Closteroviridae, e apresentam particulas alongadas e flexuo-
sas com aprox. 1400 a 2200 nm de comprimento e 10 a 13 nm de espessura.
Possuem genoma constituido por uma tinica molécula de RNA linear de fita
simples, senso positivo, com, cerca de, 13 a 18,6 kb e organizado em 6 a 12
ORFs (Meng et al., 2005). Sdo transmitidos de maneira semipersistente por
diversas espécies de cochonilhas (Tabela 3) e através de enxertia, mas ndo sdo
transmissiveis por inoculagdo mecénica. O GLRaV-2 (Closterovirus) apre-
senta diferentes caracteristicas biologicas, pois no tem inseto vetor conhecido
e pode ser transmitido mecanicamente para hospedeiras herbéceas do género
Nicotiana (Martelli, 2012; Tsai et al., 2010; Le Maguet et al., 2012). A tnica
hospedeira natural desses virus é a videira (Vifis spp.).

A correta classificagdo taxondmica dos virus que infectam plantas pode
refletir em proposi¢des de manejo e controle mais efetivas. Os critérios para a de-
fini¢do de espécies virais na familia Closteroviridae, género Ampelovirus, sio:
(i) tamanho da particula viral; (ii) massa molecular da proteina capsidial (CP),
calculada com base na sequéncia de aminoacidos deduzidos; (iii) relacionamen-
to soroldgico baseado na reagéo com anticorpos policlonais e monoclonais; (iv)
organizagdo e estrutura gendmica, tais como niimero e localizac¢do relativa das
ORFs; (v) sequéncia de aminoacidos deduzidos das principais ORFs (CP, CPm e
HSP70h), com diferenga superior a 10%; (vi) espécie de inseto vetor envolvida
na transmisséo e especificidade da transmissao; (vii) magnitude e especificidade
da gama de hospedeiras natural e experimental; (viii) caracteristicas citopatolo-
gicas, tais como aspectos dos corpos de inclusdo e origem das vesiculas citoplas-
maticas. Em relagdo aos itens 4 e 5 mencionados acima, Martelli et al. (2012)
propuseram as seguintes alteragdes, respectivamente: genomas de 15 a 18 kb,
organizados em 9 a 12 ORFs, seriam classificados no género Ampelovirus, sub-
grupo I; genomas de 13 a 14 kb, organizados em 6 ORFs, seriam classificados no
mesmo género, porém no subgrupo I e elevagéo para 25% no “ponto de corte”
(“threshold”) para a defini¢éo de espécies (Tabela 1). Assim, na nova configu-
ragdo taxondmica, proposta para a familia Closteroviridae, a espécie GLRaV-4
ganharia destaque, pois cinco outras atuais espécies (GLRaV-5, -6, -9, -Pr e -Car)
passariam a ser consideradas estirpes do GLRaV-4 (Martelli et al., 2012). Esta
proximidade filogenética pode ser comprovada na Figura 2, onde pode ser obser-
vado o relacionamento genético entre as espécies virais ja detectadas no Brasil.

Lenho rugoso da videira

O Lenho rugoso da videira ¢ uma doenga que ocorre na maioria dos pa-
ises viticolas, resultante da infecgdo por virus restritos aos tecidos floematicos
(Martelli et al., 2007). A gama de sintomas desta virose pode variar bastante
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dependendo das espécies virais e dos gen6tipos do enxerto e porta-enxerto
envolvidos. O Lenho rugoso ¢ uma virose complexa, apresenta expressiva im-
portdncia econdmica e ¢ constituida por quatro viroses: Intumescimento dos
ramos (“Corky bark”), Caneluras do tronco de Rupestris (“Rupestris stem pit-
ting”), Acanaladura do lenho de Kober (“Kober stem grooving”) e Acanala-
dura do lenho de LN33 (“LN33 stem grooving”), sendo que as trés ultimas
viroses sdo genericamente conhecidas por “Caneluras do tronco da videira”.
No Brasil, embora ainda sejam escassos os levantamentos em algumas 4reas
viticolas, a ocorréncia de sintomas destas viroses tem sido verificada em varias
regides, havendo indicativos de que a incidéncia das Caneluras do tronco seja
bem maior do que o Intumescimento dos ramos (Lima & Fajardo, 2012).

O Intumescimento dos ramos ¢ responsavel por uma deformacio intu-
mescente nos ramos da videira, podendo ser observado em cultivares viniferas,
americanas ou hibridas. Os sintomas induzem o engrossamento na regiéo da
enxertia, avermelhamento de toda a ldmina foliar, inclusive das nervuras, e até
um suave enrolamento dos bordos das folhas para baixo, com maior evidéncia
no outono. No entrend da base do ramo do ano ocorrem fissuras e ha forma-
¢do de tecido corticento na regido de sua inser¢do (Figura 1C). Nas cultivares
americanas, os sintomas sdo facilmente observados e se caracterizam pelo in-
tumescimento dos entrends dos ramos do ano, com fendilhamento longitudinal
do tecido. Ao se fazer um corte transversal na regido intumescida, o tecido apre-
senta um aspecto corticento, de cor marrom-escura, que prolifera em direcéo a
medula. Estes sintomas podem ser observados com menor intensidade também
no peciolo das folhas proximas as regides mais afetadas dos ramos. Com o
amadurecimento do ramo, o tecido da regido intumescida morre e fica com um
aspecto de cortiga. Os ramos tendem a se curvar para baixo, sendo facilmente
destacados da planta, principalmente quando h4 formagio d= tecido corticento
na regido de sua inser¢do (Figura 1C). As plantas muito afetadas definham gra-
dativamente, além da brotagdo ser lenta, atrasada e fraca (Nickel et al., 2002).

O agente causal do Intumescimento dos ramos da videira é o Grapevine
virus B (GVB), pertencente ao género Vitivirus, familia Betaflexiviridae. As
particulas sdo alongadas e flexuosas com, cerca de, 800 nm de comprimento
e 12 nm de didmetro, possui genoma monossegmentado de RNA linear de fita
simples, senso positivo, poliadenilado, com cerca de 7,6 kb e organizado em 5
ORFs (King et al., 2012).

Assim como na virose do enrolamento da folha, o agente causal do
intumescimento dos ramos ¢ transmitido por diferentes espécies de cochoni-
Ihas (Tabela 3) (Lima & Fajardo, 2012). Com certa dificuldade, 0 GVB pode
ser transmitido, pela via mecanica, para Nicotiana occidentalis (Nickel et
al., 2002).

Os sintomas das caneluras do tronco da videira sdo observados ao se
examinar o lenho das plantas, abaixo da casca. De forma progressiva na planta,
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anualmente, e com maior intensidade em cultivares viniferas, verifica-se, sobre
a superficie do lenho, a formagdo de reentrancias longitudinais (caneluras),
que correspondem ao local onde a casca penetra no lenho do tronco prejudi-
cando a formag@o dos vasos condutores de seiva (Figura 1B e D). Em algumas
combinagdes porta-enxerto/enxerto os sintomas podem se limitar a um dos
componentes, quando o outro é tolerante. Alguns porta-enxertos (por ex. Paul-
sen 1103) mostram sintomas nitidos da doenga. Também pode ocorrer, na re-
gido da enxertia, uma diferenga de didmetro entre o enxerto e o porta-enxerto.
As folhas das cultivares viniferas tintas podem apresentar avermelhamento em
plantas muito afetadas em fungio da formagao deficiente dos vasos condutores
e mudas de videira com a virose das caneluras exibem menor vigor e desenvol-
vimento quando comparadas com mudas formadas a partir de material sadio
(Lima & Fajardo, 2012) (Figura 1H).

As espécies virais Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV) e Grapevine virus A (GVA), pertencentes a familia Betaflexivi-
ridae e aos géneros Foveavirus e Vitivirus, respectivamente, sio os agentes
causais das viroses Caneluras do tronco de Rupestris € Acanaladura do lenho
de Kober, respectivamente. O agente causal da Acanaladura do lenho de LN33
ainda é desconhecido (Fajardo et al., 2004a; Kuhn et al., 2002).

Os virus GRSPaV e GVA apresentam particulas alongadas e flexuosas
com, cerca de, 800 nm e 700 a 800 nm de comprimento, respectivamente, e di-
ametro de 12 nm. O genoma viral ¢ monossegmentado com, aproximadamente,
8,7 kb (GRSPaV) e 7,4 kb (GVA), formado por um RNA linear de fita simples,
senso positivo, poliadenilado e organizado em 5 ORFs (King et al., 2012).

O GRSPaV néo é transmitido mecanicamente via inoculagdo com ex-
trato foliar e ndo possui inseto vetor conhecido. O GVA pode ser transmitido
por diversas espécies de cochonilhas e mecanicamente para algumas hospedei-
ras herbdceas a exemplo de Chenopodium quinoa e Nicotiana spp. (King et
al., 2012) (Tabela 3).

Outro virus pertencente a familia Betaflexiviridae ¢ ao género Vitivi-
rus, o Grapevine virus D (GVD), ja foi detectado infectando videiras no Brasil
(Tabela 2; Figura 2). Apesar de o GVD ter sido detectado em videiras exibindo
tecidos com aspecto de cortiga, o seu papel como constituinte do complexo do
Lenho rugoso da videira ainda ¢ pouco compreendido, bem como, sua impor-
tdncia econdmica e os aspectos epidemiologicos ligados a este virus (Fajardo
etal., 2012). Foi verificada severa redugdo no crescimento do porta-enxerto cv.
Freedom, porém néo houve a expresséo de sintomas no cilindro lenhoso (Rosa
etal., 2011). Outros vitivirus (GVE e GVF) também foram recentemente iden-
tificados infectando videiras (Al Rwahnih et al., 2012b) (Tabela 1).
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Degenerescéncia

A Degenerescéncia da videira, também conhecida como Mosaico do
Travit, ocorre nas grandes regides viticolas mundiais. Nos Estados Unidos e
Europa, onde ¢ referida como “grapevine fanleaf degeneration”, é tida como
uma das viroses mais importantes economicamente pelos prejuizos que pode
causar a viticultura. Nas regides viticolas brasileiras a incidéncia desta virose é
baixa, comparativamente as viroses do enrolamento da folha e do lenho rugoso,
resultando em restrita importancia econdémica no pais (Lima & Fajardo, 2012).

Esta doenga induz alteragdes em folhas e ramos da videira, podendo ser
assinfomatica em cultivares americanas ou hibridas. Dependendo da cultivar,
observam-se sintomas fracos no inicio do ciclo vegetativo, os quais podem de-
saparecer gradativamente em folhas mais velhas. Os sintomas foliares mais ca-
racteristicos sdo deformagdes com distribui¢do anormal das nervuras, Angulo
do peciolo muito aberto ou fechado, assimetria foliar com as bordas pontiagu-
das, redugao na area foliar, presen¢a de manchas translticidas normalmente no
inicio do ciclo vegetativo, folhas com mosaico amarelo ou clorose nas nervu-
ras (Figura 1A). Nos ramos verifica-se encurtamento dos entrends, bifurcacio,
achatamentos e nos duplos, proliferagdo de gemas e brotagéo fraca e atrasada.

O Grapevine fanleaf virus (GFLV) pertence a familia Secoviridae,
subfamilia Comovirinae e ao género Nepovirus (Tabela 1). Possui particulas
isométricas com, aproximadamente, 28 nm de didmetro, genoma bissegmen-
tado constituido pelos RNA1 e RNA2, lineares de fita simples, senso positi-
vo, poliadenilados, com, aproximadamente, 7,3 e 3,7 kb, respectivamente. Os
segmentos gendmicos sdo traduzidos em uma tnica poliproteina por RNA, as
quais sdo processadas pela protease viral resultando em 5 (RNA1) e 3 (RNA2)
proteinas funcionais (King et al., 2012).

O agente causal da Degenerescéncia da videira pode ser facilmente
transmitido mecanicamente para algumas hospedeiras herbaceas, porém a sin-
tomatologia, resultante da infec¢éo, pode ser latente. Nos vinhedos, GFLV é
disseminado a curta distancia por nematoides vetores como Xiphinema index
e X. italiae (Tabela 3), resultando em grupos concentrados de plantas infecta-
das (reboleiras), tipicas da associa¢do com vetores de baixa mobilidade.

A importancia econdmica desta virose nos Estados Unidos e Europa se
deve provavelmente a estreita associagéo entre o virus e os nematoides vetores
presentes nos vinhedos. Sabe-se que os restos de raizes e plantas, que perma-
necem no solo apos a eliminagéo de videiras infectadas, podem ser vidveis por
algum tempo e servem de fonte de indculo em areas infestadas por nematoides
(Andret-Link et al., 2004).

Ha pelo menos 16 espécies de virus da familia Secoviridae que infec-
tam videiras (Tabela 1), entretanto, no Brasil, apenas o Grapevine fanleaf vi-
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rus (GFLV) foi relatado até o momento (Tabela 2; Figura 2). Outro virus desta
familia que merece destaque, pela incidéncia e danos em paises viticolas, é o
Arabis mosaic virus (ArtMV).

Mancha das nervuras da videira

Esta doenga foi relatada na maioria dos paises viticolas e é causada
pelo Grapevine fleck virus (GFkV) da familia Tymoviridae (Martelli et al.,
2002; Giampetruzzi et al., 2012) (Tabela 1). Nesta familia, no Brasil, apenas o
Grapevine fleck virus (GFkV) e o Grapevine rupestris vein feathering virus
(GRVFYV) ja foram relatados (Fajardo et al., 2004b; Catarino et al., 2013d)
(Tabela 2; Figura 2). O GFkV e o GRVFV pertencem aos géneros Macula-
virus e Marafivirus, respectivamente. O GFkV possui particulas isométricas
de, cerca de, 30 nm de didmetro, genoma constituido de um tnico RNA linear
de fita simples, senso positivo, com, aproximadamente, 7,5 kb e organizado
em 4 ORFs. O GRVFV possui particulas isométricas com, aproximadamente,
28 nm de didmetro, genoma constituido de um tnico RNA linear fita simples,
senso positivo, com 6,6 kb. O RNA ¢ traduzido em uma tnica poliproteina,
que sofre autoclivagem proteolitica, gerando outras proteinas (proteina cap-
sidial e polimerase de RNA dependente de RNA) (Ghanem-Sabanadzovic et
al., 2003). Estes dois virus nfio sio transmitidos mecanicamente e ndo tém
vetor conhecido (Tabela 3). Os sintomas caracteristicos da virose da Mancha
das nervuras aparecem nas folhas jovens dos porta-enxertos cv. Rupestris St.
George e Kober 5BB, como manchas translucidas, sem forma definida, que
acompanham as nervuras e, em casos mais Severos, as plantas infectadas apre-
sentam folhas com as bordas voltadas para cima. Essas manchas aparecem
distribuidas em parte ou em toda a lamina foliar, podendo ocorrer em ntimero
e tamanho variavel. Também é comum a ocorréncia do seio peciolar excessi-
vamente aberto, assimetria foliar com distor¢ao e deformagao das folhas. Nas
demais cultivares a infec¢@o pelo GFkV ocorre de forma latente.

Catarino et al. (2013b e 2013d) detectaram GRVFYV, por meio de RT-P-
CR em tempo real, em 8% das amostras coletadas no Estado de Pernambuco.
Estes autores realizaram a caracterizagdo molecular parcial de isolados desse
virus e concluiram que, também, no Brasil, o GRVFV esta associado aos virus
da familia Tymoviridae que infectam a videira, sendo que, anteriormente, nes-
ta familia, apenas o GFkV havia sido constatado no Pais (Tabela 2; Figura 2).

Tabela 3. Vetores dos virus relatados no Brasil, exceto GLRaV-9, e que infectam a videira.

Virose / Virus

Referéncias

Mancha

Lenho rugoso da videira Degene-

Enrolamento da folha da

videira

Vetor

das ner-

rescéncia

da videira vuras

GRVFV

GVA GVB GVD GRSPaV GFLV GFkV

GLRaV
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X
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glas-

-Smit (2013)

Kruger & Douglas-
-Smit (2013)
Cohn et al. (1970)

Kruger & Douglas-
Kruger & Douglas-
-Smit (2013)
Kruger & Dou,

Belli et al. (1994)
-Smit (2013)

Hommay et al. 2008
Mahfoudhi et al.
Sitanath & Raski
(1968)

Fortusini et al.
(2009)

Fortusini et al.
(1997)

(1997)
JSanleaf virus; GFkV: Grapevine

ine

; GFLV: Grapev.

; GVA: Grapevine virus A; GVB: Grapevine virus B; GVD: Grapevine vi-
virus

tem pitting-associated

X
X

GLRaV: Grapevine leafroll-associated virus
rus D; GRSPaV: Grapevine rupestris s

Neopulvinaria
innumerabilis
Parthenoleca-
nium corni
innumerabilis
Parasaissetia
nigra
Nematoides
Xiphinema
desconhecido

Saissetia sp.
index

Xiphinema
italiae

hesperidum
Vetor

Pulvinaria
vitis
Pulvinaria
Ceroplastes
rusci
Coccus
longulus
Coccus

Sleck virus; GRVFV: Grapevine rupestris vein feathering virus.
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Doencas de etiologia subviral em vinhedos

Em videira foram relatadas infec¢des por dois grupos de agentes sub-
virais: viroides e RNAs satélites (Tabela 1). As doengas causadas por viroides
apresentam sintomatologia e importancia variveis, dependendo das espécies
do patégeno e da hospedeira envolvidas. Na cultura da videira, a incidéncia
de doengas causadas por viroides ¢ bem menor se comparada com as viroses.

Os viroides s@o constituidos de pequenos genomas de RNA (246 a 401
nucleotideos), circulares de fita simples com forte estrutura secundéria e que
nio codificam proteinas. Apresentam replicagéo auténoma e dependem da in-
teragdo com fatores da hospedeira para completar seu ciclo infeccioso (Flores
etal., 2012; Navarro et al., 2012). Com base em suas caracteristicas biologicas
e moleculares, atualmente sdo classificados em duas familias, Pospiviroidae ¢
Avsunviroidae. Membros dos géneros Apscaviroid, Hostuviroid e Pospiviroid
j4 foram relatados em videira (Owens et al., 2012) (Tabela 1).

A ocorréncia de viroides em vinhedos no Brasil pode ser atribuida
principalmente ao intercdmbio de material de propagagao vegetativa entre
paises. Os principais métodos de manejo, visando ao controle destes patoge-
nos, sdo semelhantes aos recomendados para as viroses (Eiras, 2012; Eiras
et al., 2006a).

O primeiro viroide relatado infectando videira foi o Hop stunt viroid
(HSVd) no Japdo (Shikata et al., 1984). Apesar dos sintomas de nanismo e
amarelecimento induzidos pelo HSVd em plantas hospedeiras herbéaceas, ne-
nhum sintoma tem sido observado em videiras infectadas com esse viroide,
assim como néo foram observados sintomas de Citrus exocortis viroid (CEVd)
em videiras (Rezaian et al., 1988; Semancik & Szychowski, 1992). Apesar de
haver relatos mencionando importancia econdmica, ¢ comum a ocorréncia de
infecgdo assintomética em determinadas cultivares e condigdes, fazendo com
que o patogeno passe despercebido €/ou seja considerado de pouca relevancia.
Contudo, pode haver sinergismo entre viroides ou mesmo com virus, como €
o caso do GFLV em coinfec¢iio com o Grapevine yellow speckle viroid 1 ¢ 2,

que resulta em sintomas mais severos de faixas das nervuras nas folhas (“vein-
-banding”) (Szychowski et al., 1995).

No Brasil ja foram relatados o HSVd e CEVd infectando videiras (Fon-
seca & Kuhn, 1994). Estes dois viroides foram caracterizados por Eiras et al.
(2006b), tendo-se verificado que videiras das cvs. Cabernet Sauvignon, as-
sintomatica, e Niagara Rosada, com sintoma de pontuagdes amareladas nas
folhas, estavam duplamente infectadas (Tabela 2).

Na cultura da videira também j4 foram relatados trés RNAs satélites
(Tabela 1). O Grapevine Bulgarian latent virus satRNA (satGBLV) e o Gra-
pevine fanleaf virus satRNA (satGFLV) foram relatados associados aos virus
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GBLV e GFLV, respectivamente. Um terceiro RNA satélite foi descrito, porém
ainda ndo foi caracterizado e nomeado (Al Rwahnih et al., 2013b).

O satGBLV e o0 satGFLV pertencem ao Subgrupo I, que compreende sa-
tRNAs com genoma de RNA fita simples de, cerca de, 0,7 a 1,5 kb e que codi-
ficam pelo menos uma proteina néo estrutural (Hu et al., 2009; Al Rwahnih et
al., 2013b). Estes agentes nio apresentam significativa importancia econdémica
e, no Brasil, ainda nio foram relatados,

Doengas da videira causadas por virus de DNA e por espécies
virais ainda néo caracterizadas

O aperfeigoamento dos métodos de sequenciamento de DNA através
das tecnologias Illumina (Solexa) ou 454 (Roche) tem possibilitado grandes
avangos na prospecgdo de novos agentes virais. Sua principal vantagem é per-
mitir a identificagdo de todo o viroma (genomas virais) presente em uma de-
terminada hospedeira, incluindo populagdes virais altamente divergentes, as
quais seriam dificeis de serem detectadas com base nas técnicas moleculares
comumente utilizadas (Radford et al., 2012).

Até 2010 eram conhecidas em videira apenas infec¢des causadas por
virus com genoma de RNA, embora algumas viroses ainda tivessem os agentes
causais ndo totalmente caracterizados. Atualmente sio conhecidas quatro es-
pécies virais que infectam videira com genoma de DNA, além de um possivel
novo virus, identificado recentemente no Brasil (Tabela 1 e 2; Figura 3).

Krenz et al. (2012), em Nova York (EUA), identificaram um novo virus
de DNA de fita simples circular, nomeado Grapevine cabernet franc-associated
virus (GCFaV), uma vez que foi detectado pela primeira vez em videira cv. Ca-
bernet Franc. Em seguida, na Califérnia (EUA), um virus muito semelhante ao
primeiro, foi detectado, porém nomeado Grapevine red blotch-associated virus
(GRBaV) (Tabela 1) e capaz de induzir sintoma de avermelhamento foliar.
Esta doenca foi nomeada Mancha vermelha da videira (“Grapevine red blotch
disease™) e foi, inicialmente, descrita em 2008, na Califérnia, em cultivares de
uvas viniferas tintas (Al Rwahnih et al., 2013a). Mais recentemente, Poojari et
al. (2013), no estado de Washington (EUA), identificaram outro virus de DNA,
que foi denominado Grapevine redleaf-associated virus (GRLaV). Este virus
induzia, nas cultivares Merlot ¢ Cabernet Franc, avermelhamento foliar na for-
ma de manchas irregulares, as quais se acentuavam no final do ciclo vegetativo
da planta. GCFaV, GRLaV e GRBaV pertencem a familia Geminiviridae, po-
rém ainda néo foram classificados em nivel de género (Tabela 1). Apresentam
genoma de, aproximadamente, 3,2 kb, organizados em 6 ORFs, e a identidade
de sequéncias entre os trés virus é de, aproximadamente, 99%, o que indica que
poderiam ser considerados isolados de uma mesma espécie. O virus GRLaV é

Avangos e perspectivas no estudo das doengas virais e
subvirais em videira com énfase na realidade brasileira — 183

transmitido por cigarrinhas Erythroneura ziczac Walsh, e portanto, o GCFaV
e GRBaV também poderiam ser transmitidos por esses msetf)s (’Krenz et al.,
2012; Poojari et al., 2013; Al Rwahnih et al., 2013a){. Estes trés virus (.ie DNA
sdo semelhantes quando se analisa seus genomas, além de }nduznrem smtm,ngs
similares. Desta forma foi sugerido considera-los como isolados da espécie
Grapevine redleaf-associated virus, agente causal‘da. doenga do Avermelha-
mento foliar da videira (“Grapevine redleaf”) (Poojari et al., 2013).

Outra virose foi identificada, no estado de Missouri (EUA), apresentan-
do sintomas severos de clareamento das nervuras na cultivar Chardonel, tendc?
como agente causal o Grapevine vein clearing virus (GVCV), que pertence a
familia Caulimoviridae, género Badnavirus, e apresenta genoma de 7,75 kb,
organizado em 3 ORFs (Zhang et al., 2011) (Tabela 1).

5 GRBaV (KC896625)
—: GRLaV (KC427994)
[ GRLaV (KC427993)
5 ——— GRLaV (KC427995)

14 _: GCFaV (JQ901105)  Novos Geminiviridae
6 GRLaV (KC427996)
GRBaV (KC896623)

100 [ Gemini (JX559642)
52— Gemini (KF137562)
GRBaV (KC896624)
GVCV (JF301669) Novo Badnavirus

ssDNA-Nanovirus-Like Novo possivel nanovirus

o

88

Figura 3. Arvore filogenética dos virus de DNA relatados infectando a vi-
deira, obtida com o software MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011{), gtraves do
método de maxima parcimonia usando “bootstrap” de 10.900 re’pllcas, l.)a.se-
ada nas sequéncias completas de nucleotideos do gene da proteina cap51d1.a1,
com as seguintes espécies virais (nimero de acesso no GenBank): Grape.vme
geminivirus (JX559642 e KF137562), Grapevine cqbernet franc-assoc:lated
virus, GCFaV (NC_017918 = JQ901105), Grapevine red blotch-associated
virus, GRBaV (NC_022002 = KC896623, KC896624 ¢ KC896625), Grape-
vine redleaf-associated virus, GRLaV (KC427993, KC427994, KC427995 e
KC427996), Grapevine vein clearing virus, GYCV (NC_OI 5784 =JF301669)
e um novo virus de ssDNA circular, isolado de videira (nome proposto Tem-
perate fruit decay-associated virus, TFDaV, acesso no GenBank KJ955449)

(Basso et al., 2013).



184 — Marcos Fernando Basso et al.

. No Brasil, sintomas, tipicos de infeccio viral, foram observados na
cul’tlvar Cannonao (V. vinifera), em material comercialmente introduzido no
Pals,’e foram estudados para elucidar o agente causal (Basso et al., 2013). Um
Posswel novo virus de DNA foi associado a esta doenga. O genoma deste virus
€ composto por uma molécula de DNA circular de fita simples, de 3,44 kb
Qrégamzado em 8 potenciais ORFs, com um nanonucleotideo (TAGTATTACS
1d‘entlco ao presente no genoma dos Nanovirus (Basso et al., 2013) (Tabela 2,
Fllg.ura 3). Comparagdes da sequéncia de aminoécidos deduzidos das poten-’
ciais ORFs deste virus indicaram maior identidade (aprox. 35%) com nano-
virus, alfasatélites (gene Rep) e mastrevirus (genes CP e MPs) (Basso et al.
2013). Além disso, esse virus ndo apresentou proximidade filogenética corr;
outros virus de DNA, j4 relatados em videira (Figura 3).

No total, j& foram relatados infectando videiras, no Brasil, 13 virus com
genoma formado por RNA, um possivel novo virus de DNA e dois viroides
além dg duas viroses, cujos agentes causais ainda nio foram caracterizados,
Essas viroses sdo a Acanaladura do lenho de LN33 (“LN33 stem grooving”j
ea Necrose das nervuras (“Grapevine vein necrosis”, doenga possivelmente
relacionada a0 GRSPaV), que causa a necrose de nervuras, folhas clordticas e

redugéo no desenvolvimento do porta-enxerto R110 (Kuhn, 1994: K
2002) (Tabela 1). (Kuhn, 1994; Kuhn et al.,

INTERACAO MOLECULAR PATOGENO-HOSPEDEIRO

C(?lp a videira, uma planta lenhosa, de ciclo de vida perene e infecta-
da por vérios virus ndo transmitidos mecanicamente, hd dificuldades para a
condugéo de estudos de interacdo molecular planta-patdgeno. Diante disto, h4
poucos tral?alhos na literatura cientifica que demonstrem a interferéncia v’iral
nos mecanismos de defesa da planta ou em outras vias regulatérias da videira
€ que, consequentemente, facilitem a infecgdo viral. H4 alguns trabalhos que
d'emonstram alteragdes na expressdo de genes (Espinoza et al., 2007) ou na
sintese de proteinas, por exemplo, promovendo alteragdes nos plasmodesmas
o que facilita o movimento viral (Haviv et al., 2012b; Kim et al., 2012), na ex-’
pressﬁo d? sintomas (Haviv et al., 2012a), nos mecanismos de defesa bz;seados
em silenciamento de RNA através de supressores de silenciamento (Gouveia et
al., 2012), e nos mecanismos de resposta ao estresse salino e hidrico (Gambino
etal., 2012). Estudos sobre a diversidade e quantidade de miRNAs, vsiRNAs
e vd-sRNAs, provenientes da interagéo da planta com virus ou vi;oides de-
monstraram alteragdes significativas na ativagdo ou modulagio dos mec;nis-
mos de defesa da planta ou na regulagéo transcricional de genes da videira
(Singh et al., 2012; Alabi et al., 2012).
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No caso de viroides, o sequenciamento em larga escala (Solexa-Illu-
mina) de pequenos RNAs derivados de videiras infectadas com HSVd e
GYSVd-1 (vd-sRNA) demonstrou predominéncia de vd-sRNA derivados de
algumas regides especificas do genoma desses viroides (“hotspots”), além da
interacdo de dominios especificos da molécula viroidal com diferentes enzimas
do tipo dicer (DCLs). Navarro et al. (2009) sugerem também a participagdo
de enzimas do hospedeiro relacionadas com a rota de metilagdo de DNA via
RNA, apontando um cenario complexo e uma possivel interferéncia dos vd-
-sRNA na expressao de genes da videira.

A construgdo de clones infecciosos de virus pode auxiliar no conhecimen-
to das suas propriedades bioldgicas e fitopatoldgicas (Meng et al., 2013). Alguns
trabalhos recentes relatam o mapeamento de dominios ou sinais de localizagdo em
proteinas virais responsaveis por fungdes importantes na patogénese ou na epide-
miologia, por exemplo, dominios responséaveis pela transmissao viral pelo inseto
ou nematoide vetor, translocagdo da proteina viral para o niicleo da célula hospe-
deira, entre outras fungdes (Schellenberger et al., 2011). Também foram obtidas
videiras transgénicas apresentando caracteristicas diferenciadas de resisténcia a
virus pela inser¢éo de sequéncias virais invertidas no genoma da videira, resultan-
do na ativa¢dio do mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional (Brumin
et al., 2009; Gambino et al., 2010). Recentemente foi desenvolvido um vetor viral
baseado no virus GLRaV-2, com varias mutagdes pontuais e insergoes génicas
visando a introdugfio de caracteristicas desejaveis na videira sem modificagdes
hereditarias no seu genoma ou efeitos fitopatogénicos. Este sistema possibilitaria
a expressdo de proteinas recombinantes restritas aos tecidos do floema, auxiliando
na translocagio de agucares ou fotoassimilados. Outra caracteristica adicional des-
te vetor ¢ possibilitar a regulagio da expressdo de genes endogenos pela atividade
de RNA interferente contra outros patogenos, inclusive virus (Kurth et al., 2012).

Na 4rea da metabolomica, apesar dos recentes avangos envolvendo es-
tudos de doencgas virais € seus hospedeiros, ainda nfio foi possivel avangar
substancialmente na compreensdo destas interagdes a nivel metabdlico na cul-
tura da videira. Resultados envolvendo outros virus demonstram alteragdes
significativas nos mecanismos de defesa ou de resposta ao estresse e no perfil
e na sintese de metabdlitos, em geral (Lopez-Gresa et al., 2012).

METODOS DE DIAGNOSE

As ferramentas, visando ao diagndstico dos virus que infectam a videi-
ra, tém evoluido ao longo dos anos, tendo comegado pela indexagéo biologica,
em plantas indicadoras lenhosas ou herbaceas, passando pelos testes sorologi-
cos e moleculares, desde a RT-PCR “convencional” até chegar a RT-PCR em

tempo real.
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Algumas viroses da videira induzem sintomas especificos em cultivares
suscetiveis e a avaliagdo visual desses sintomas pode auxiliar no diagnésti-
co. Contudo, infecgdes assintomaticas podem ocorrer em algumas cultivares.
Além disso, outros fatores podem induzir sintomas semelhantes a viroses,
comprometendo a confiabilidade do diagnéstico. Desta forma, a avaliagdo vi-
sual, por si s6, ndo é suficiente para uma diagnose definitiva, Em resumo, o
diagnéstico destes patégenos pode ser realizado, fundamentalmente, por meio
de testes bioldgicos, sorolégicos ou moleculares, sendo que cada qual apresen-
ta vantagens e importantes limitagdes.

A baixa concentragio viral, a auséncia de transmissio mecanica, o lon-
go periodo necessario para o aparecimento de sintomas perceptiveis da doenca,
os sintomas latentes e a existéncia de cultivares que ndo expressam sintomas
quando infectadas, sdo alguns fatores limitantes para a aplicagdo dos testes
biolégicos. Pode-se, entretanto, utilizar plantas herbaceas indicadoras, caso
o virus em questio seja transmitido mecanicamente, ou videiras indicadoras
para a indexagdo biolégica. Nesse ultimo caso, gemas de plantas cujo status
fitossanitdrio ¢ desconhecido sdo enxertadas em videiras indicadoras (Radaelli
et al., 2006). Uma série de videiras indicadoras de viroses jé estdo definidas e
podem ser utilizadas em testes biologicos de indexagdo ou para complementar
o diagnéstico baseado em outros tipos de testes.

Os métodos soroldgicos baseiam-se em ensaios imunoenzimaticos, uti-
lizando anticorpos monoclonais, policlonais ou polivalentes. Especialmente o
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) direto e o indireto sdo os mais
difundidos para o diagnéstico de virus de plantas. Os anticorpos policlonais,
produzidos a partir da particula viral purificada ou da proteina capsidial viral
expressada em Escherichia coli, sio os mais utilizados e recomendados por
permitirem maior amplitude na detecgio de isolados ou estirpes de virus distan-
temente relacionados, reduzindo assim as chances de resultados falso-negativos
(Fajardo et al., 2007a). A producdo de anticorpos a partir de isolados locais
resulta em maior confiabilidade nos testes sorol6gicos. Os métodos soroldgicos
para a detecgéo dos virus da videira apresentam como principal limitag#o a sen-
sibilidade, devido & baixa concentragdo viral normalmente presente em tecidos
infectados. Essa limitagdo pode ser superada por meio da definigdo correta do
estddio vegetativo da planta a ser avaliada. Os testes sorologicos para a de-
tec¢do das viroses da videira sdo normalmente realizados utilizando-se tecidos
de ramos maduros ou peciolos e nervuras foliares de plantas em final do ciclo
vegetativo, principalmente para a deteccdo das viroses do enrolamento da fo-
Iha e do complexo do lenho rugoso da videira. Anticorpos foram produzidos a
partir da expressdo em . coli do gene da proteina capsidial dos virus GLRaV-2
e -3, GVB e GRSPaV (Fajardo et al., 2007a, Radaelli et al., 2008, Basso et al.,
2010b) e apresentaram bons resultados em testes diagnosticos.
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Com o emprego da microscopia eletronica de transmissio tem sido

‘ possivel observar particulas virais decoradas com anticorpos especificos em
tecidos de videiras infectadas, entretanto, essa ndo é considerada uma técnica
rotineira de diagndstico (Petrovic et al., 2003; Terlizzi et al., 2010).

Nos tltimos anos tém ocorrido avangos significativos no diagnostico
molecular de virus em plantas, destacando-se os testes baseados em hibridiza-
¢ao molecular com sondas marcadas com isétopos radioativos ou com subs-
tAncias nao radioativas (Abdullahi et al., 2011; Zhang et al., 2012; Thompson
etal., 2012) e os métodos baseados em RT-PCR e suas variagdes, utilizando-se
oligonucleotideos especificos ou degenerados (Digiaro et al., 2007). A associa- ’

w ¢ao da RT-PCR com a imunocaptura viral, utilizando-se anticorpos (IC-RT-P-
CR), aumenta a sensibilidade e a especificidade da RT-PCR. Outro método que
tem sido utilizado com sucesso ¢ a RT-PCR em tempo real visando a detecgéo
de apenas uma espécie viral ou varios virus (multiplex) ou, ainda, realizando
a andlise da curva de dissociagdo de alta resolugdo (“high resolution melting”,
HRM). Tal técnica permite a quantificagdo viral, a diferenciacéo de variantes
virais e apresenta elevada sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (Al
Rwahnih et al., 2012a; Bester et al., 2012).

A PCR em tempo real ¢ muito sensivel e pode ser utilizada para superar
as limitagoes apresentadas pelos ensaios de indexagdo bioldgica, ELISA e/ou
PCR convencional (Osman et al., 2008). Esta técnica, derivada da PCR, vem
‘ ganhando espago no diagndstico viral, por apresentar a capacidade de gerar re-
‘ sultados quantitativos, permitir o acompanhamento da reagdo ao longo do seu
‘ desenvolvimento e por apresentar os resultados de forma mais precisa e rapida,
em relagdo a PCR, que apresenta somente resultados qualitativos (Saponari et
al., 2008). Esta técnica permite a quantificagdo dos fragmentos alvo amplifi-
cados de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, pois determina va-
lores durante a fase exponencial da reacdo. Uma das vantagens desse sistema
1 ¢ permitir a utilizagdo de uma sonda na reago, além dos oligonucleotideos.
Esta sonda agrega especificidade a reagdo, pois se liga apenas a amplicons
especificos e ainda possibilita a utilizagéo de diferentes tipos de fluoréforos,
excitados pela luz em diferentes comprimentos de onda. Desta forma se pro-
cessa a marcagdo de diferentes sondas, o que permite a detecgdo de mais de
uma sequéncia alvo em uma (nica reagdo, caracterizando uma reagdo multi-
plex (James et al., 2006). A utilizagdo da PCR em tempo real para a detecgiio
de virus que infectam a videira foi relatada por diferentes autores (Osman &
Rowhani, 2006 e 2008; Osman et al., 2007, 2008 e 2013; Stewart et al., 2007;
Dubiela et al., 2013; Lopez-Fabuel et al., 2013).

Com os recentes relatos de ocorréncia de virus de DNA circular em vi-
, deiras (Tabela 1), a técnica de amplificagdo por circulo rolante (“Rolling Circle |

Amplification”, RCA), que visa a amplificagdo de um DNA viral circular, se-
guida por clonagem e sequenciamento do genoma completo, tem sido utilizada
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com sucesso (Krenz et al., 2012). Uma nova técnica denominada “circomics”,
uma combinagdo de RCA, polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP) e pirosequenciamento, poderd ser utilizada para auxiliar a
detecgdo e a caracterizagao de virus de DNA circular presentes em videiras
(Wyant et al., 2012). Quando o objetivo é a prospec¢io de novos agentes vi-
rais, recomenda-se a observagio de sintomas atipicos e amostragens direciona-
das, podendo associar-se a RCA com o pirosequenciamento.

A eficiéncia e a sensibilidade dos métodos de diagnose tém importancia
fundamental em programas que tém por objetivo produzir, manter e propagar
material vegetativo livre de virus. Entretanto, os métodos diagnésticos apre-
sentam limitagdes e particularidades, tais como a escolha adequada do tecido
vegetal infectado a ser utilizado nos testes de detecgéio. O estadio de desen-
volvimento da planta e os tecidos nos quais o virus atinge maior concentragéo
devem ser observados para a condugdo de determinados testes diagndsticos
(Beuve et al., 2007). Também ha relatos de variagdo nas reagoes de plantas
indicadoras em fungéo das condigdes agrondémicas e ambientais em que sdo
mantidas. Para os testes moleculares recomenda-se a utilizagdo de protocolos
especificos para a detecgdo de virus em videira, a exemplo do isolamento de
acidos nucléicos totais utilizando-se tampdes de extragdo especificos, kits co-
merciais de extragdo de RNA ou protocolos para a extra¢do de dsRNA viral,
pois a videira apresenta altos niveis de polifendis e polissacarideos em seus
tecidos, o que dificulta a obtengiio de RNA ou DNA em quantidade e qualidade

suficientes para os testes diagndsticos (Basso et al., 2010a). Visando maior

confiabilidade no diagnéstico, recomenda-se a associag@o de diversos testes de
forma a possibilitar a complementaridade entre eles, considerando-se eventu-
ais limitagdes que algum teste possa apresentar.

ESTRATEGIAS DE MANEJO

A sanidade de todo tipo de material utilizado na propagagdo vegetativa
da videira, a exemplo de mudas, enxertos, estacas e gemas, tem sido uma das
principais preocupagdes dos viticultores. O material infectado promove a dis-
seminagdo de virus e propicia o actimulo ao longo do tempo destes patogenos
nas videiras, levando ao surgimento de doengas complexas (Oliver & Fuchs,
2011). O uso de porta-enxertos sem garantia de sanidade adquire maior rele-
vancia quando a virose ¢ latente, fato relativamente comum nas cultivares de
porta-enxerto, o que pode facilitar, ainda mais, a disseminagéo de virus. As
possibilidades de controle sio comuns a todas as viroses mencionadas, des-
tacando-se, no campo, o manejo preventivo, através da selecdo sanitaria, ao
se promover a eliminagdo de fontes de indculo e realizar o monitoramento e
o controle de insetos ou nematoides vetores (Golino, 1993). E impossivel eli-
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minar o virus, de plantas infectadas no campo, por métodos tradicionalmente
utilizados para outros tipos de patégenos.

Diversos métodos tém sido utilizados para a limpeza clonal de videiras,
porém nenhum apresenta completa eficiéncia no processo de obtengdo de plantas
sadias a partir de plantas infectadas. Resultados satisfatérios tém sido obtidos na
eliminagdo de alguns virus e viroides utilizando-se as técnicas de termoterapia
in vivo ou in vitro (Krizan et al., 2009; Panattoni & Triolo, 2010). Por meio da
quimioterapia in vitro, utilizando diferentes compostos quimicos (ribavirina, tia-
zofurin, 6-thioguanina, acido micofenélico, dentre oufros) também foram obtidos
resultados satisfatérios (Luvisi et al., 2011; Skiada et al., 2013). Estes podem ser
considerados os principais métodos para a limpeza clonal e apresentam maior efi-
ciéncia na obtengao de plantas sadias quando associados com a cultura de tecidos,
pelos procedimentos de cultura de 4pices meristeméaticos e microenxertia (Ma-
liogka et al., 2009) ou embriogénese somitica (Borroto-Fernandez et al., 2009;
Gambino et al., 2011). Outras opgdes que apresentam menor eficiéncia na limpe-
za clonal, porém com alguns resultados positivos, sdo o emprego da eletroterapia
e da crioterapia (Wang et al., 2008; Bayati et al., 201 1). Algumas desvantagens
destes métodos séo a indugdo de alteragdes genéticas (por ex. modificagdes na
metilagéo de DNA e na uniformidade genomica), induzidas pelo estresse causado
pelo tratamento, além da eficiéncia destes métodos ser baixa, variando, ainda,
segundo a espécie viral (Baranek et al., 2009).

A utilizagdo de cultivares tolerantes a virus ou resistentes a insetos ou
nematoides vetores pode ser uma opgao eficiente, porém ainda sio poucas as
cultivares disponiveis que apresentam estas caracteristicas. Além disso, ndo
hé relatos de fontes de resisténcia a virus em cultivares viniferas ou porta-en-
xertos (Laimer et al., 2009). Estudos recentes permitiram mapear um locus
génico (XiR1, X. index Resistance 1), responsavel por conferir resisténcia ao
nematoide Xiphinema index, localizado no cromossomo 19 de Vifis arizoni-
ca (Xu et al., 2008). Marcadores moleculares foram desenvolvidos com base
neste /ocus com a finalidade de auxiliar no melhoramento genético visando a
incorporagdo de resisténcia ao nematoide (Hwang et al., 2010).

O uso de cultivares de copa ou de porta-enxertos geneticamente modi-
ficadas, contendo segmentos virais em orientagao senso/antisenso no genoma
da planta, tem demonstrado resultados promissores por meio da resisténcia
mediada por RNA interferente (Fuchs et al., 2007). Entretanto, tais resulta-
dos ainda se limitam a algumas cultivares experimentais (Laimer et al., 2009;
Oliver & Fuchs, 2011). Este tipo de resisténcia ainda ndo é amplamente aceita
pela opinido publica, devido: (i) a rejeigdo da transgenia propriamente dita;
(ii) possibilidade de recombinagéo viral, sinergismo e heteroencapsidagio; (iii)
por ndo ser considerada duradoura devido a evolugdo genética dos patégenos
virais; e (iv) por conferir apenas tolerancia como consequéncia da reducio
no titulo viral (Laimer et al., 2009). Neste mesmo sentido, o uso da protegdo
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cruzada, empregando-se isolados virais menos virulentos, tem permitindo a
obten¢d@o de resultados promissores, reduzindo o acimulo e a severidade do

virus secunddrio. Porém, vale ressaltar que essa metodologia pode apresentar

limitagdes semelhantes aquelas citadas anteriormente (Komar et al., 2008).

Ao se constatar alta infestagdo de insetos ou nematoides vetores no vi-
nhedo, pode-se utilizar agroquimicos para o controle. Para o reaproveitamento
da drea infestada, deve-se eliminar as plantas infectadas, com o maximo de
raizes, além de realizar rotagdo de culturas com plantas ndo-hospedeiras dos
vetores (Bell et al., 2009). E recomendével também ter cuidado na remogao de
restos culturais ou de poda a fim de evitar a dispers@o de insetos vetores. Em
caso de infestagdo da drea por nematoides, o uso de nematicida pode até ser
econdmico, porém se for ecologicamente ndo fundamentado, se justificaria o
descarte da drea para a implantagio de novo vinhedo (Demangeat et al., 2010).
Como regra geral, recomenda-se ao viticultor utilizar material propagativo cer-
tificado, com identidade varietal e garantia de sanidade, na implantagéio de um
novo vinhedo (Lima & Fajardo, 2012).

O frequente intercdmbio de material propagativo entre paises favorece
a dispersdo e a introdugdo de novas espécies virais em areas até entdio consi-
deradas isentas da virose. Com base na Instrugdo Normativa N°41, de 1° de
julho de 2008 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, os virus
e viroides Arabis mosaic virus, Tobacco black ring virus (= Tomato black
ring virus), Broad bean wilt virus, Tomato ringspot virus, Peach rosette mo-
saic virus, Strawberry latent ringspot virus, Artichoke Italian latent virus e
Blueberry leaf mottle virus, todos capazes de infectar a videira (Tabela 1), sdo
considerados Pragas Quarentenérias Ausentes (A1) no Brasil.

PERSPECTIVAS DE NOVAS DESCOBERTAS DA
VIROLOGIA APLICADA AO CULTIVO DA VIDEIRA

Embora progressos consideraveis tenham sido verificados nos ultimos
anos em relagéo a compreensdo dos mecanismos de replicagdo, interagdo pa-
togeno-hospedeiro, expressdo génica e disseminagio dos virus, estes ainda sdo
insuficientes para se propor uma estratégia de manejo altamente eficiente e
duradoura. Resultados promissores estdo sendo obtidos na 4rea da biotecnolo-
gia, possibilitando, num futuro préximo, a obtengdo de cultivares comerciais
tolerantes ou resistentes a virus ou a seus vetores. O desafio da aceitagio pu-
blica de videiras transgénicas podera ser minimizado ou superado por meio de
ensaios prolongados de campo, avaliagdes de impacto ambiental e de durabili-
dade da resisténcia. Porém, como a videira é uma planta perene, estes resulta-
dos dispendem mais tempo e energia para serem obtidos. Os avangos na area
de protedmica, paralelamente com os estudos de interagdo proteina-proteina
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(patogeno-hospedeiro), possibilitardo um maior entendimento da patogénese
em nivel molecular. Com o aperfeigoamento das técnicas de sequenciamento
e das novas técnicas moleculares de diagnostico viral, sera possivel ampliar
o conhecimento acerca do viroma da videira. O uso dv multiplas estratégias
de controle podera contribuir para a eficiéncia e a durabilidade da resisténcia.
O sequenciamento do genoma completo de isolados virais locais, estudos de
diversidade populacional, busca por fontes de resisténcia a virus, identificagéo
de novas espécies/estirpes virais, aperfeicoamento dos métodos de diagnose,
caracterizagio funcional de proteinas virais, implementagéo rigorosa de siste-
mas de quarentena, fiscalizagdo da comercializagdo de material propagativo,
ampliagdo da capacitagdo técnica e da transferéncia de informagdes e de ma-
terial propagativo sadio ou resistente aos viticultores podem ser considerados
extremamente importantes para a sustentabilidade e a seguranga da viticultura
no Brasil e no mundo.
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