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MOURA, Catia Jacira Martins. Contextualizacdo dos aspectos relacionados a producdao
de uva e vinho e levantamento da ocorréncia de virus e viroides em videiras na regiao
vitivinicola de Sdo Roque, SP. Sdo Paulo - SP. 2017. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdécios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
Estado de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.
RESUMO

O cultivo da videira, dentre as fruteiras de clima temperado, por sua importancia
socioecondmica e area cultivada, é um dos mais expressivos do mundo. Entretanto, diversos
patdgenos infectam as videiras, resultando em doencas de importancia econdémica, com
destaque para os virus e viroides. Os objetivos deste trabalho foram: (i) determinar a
incidéncia de virus e viroides em 119 amostras de 32 cultivares de videira, coletadas em nove
vinhedos do municipio de Sdo Roque, SP; (ii) caracterizar isolados do Grapevine Syrah virus
1 (GSyV-1) e Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3). Realizaram-se reacdes de RT-
gPCR para a detecgéo dos seguintes virus: Grapevine Cabernet Sauvignon reovirus (GCSV),
GSyV-1, Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), Grapevine virus A
(GVA), Grapevine virus B (GVB), GLRaV-3 e Grapevine fleck virus (GFkV), além do
Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1). Exceto para GCSV, os virus e o viroide
avaliados tiveram ocorréncia comum nas areas amostradas, muitas vezes em alta incidéncia
e em coinfecc¢des, variando de 15% a 76%. Oito isolados de GSyV-1 e seis de GLRaV-3
tiveram o gene da proteina capsidial sequenciado, resultando em elevado percentual de
identidade de nucleotideos (91,7 a 99,8% - GSyV-1 e 98,9 a 100% - GLRaV-3). Este € o
primeiro relato de GSyV-1 em vinhedos comerciais no Brasil. Demonstrou-se que as
infeccdes virais foram generalizadas, provavelmente devido ao uso de material propagativo
infectado. Foram realizadas entrevistas com produtores de uva e vinho de Sdo Roque, com
objetivo de caracterizar o nivel tecnolégico da producédo. Apesar de problemas relativos a
fitossanidade, dificuldade em contratar m&o de obra especializada e especulagéo imobiliéria,
dez dos quatorze produtores entrevistados nunca interromperam as atividades vitivinicolas,
69% das propriedades estéo localizadas na “Rota do Vinho”, 92% tém estradas asfaltadas e
69,2% tém &rea de até 10 hectares. Apesar de ainda dependerem, em grande parte, da uva e
dos vinhos trazidos do Rio Grande do Sul, nove produtores possuem vinhedos préprios, e
destes, quatro produzem uvas para vinificacdo. Todos os entrevistados consideraram o0s
parreirais importantes para o enoturismo e tém contribuido para aumentar o interesse pelos

produtos vitivinicolas, o que tem gerado aumento de renda para os produtores.

PALAVRAS-CHAVE: Deteccédo. RT-PCR em tempo real. Vinhedo. Virose. Vitis.



MOURA, Céatia Jacira Martins. Contextualization of aspects related to grape and wine
production and survey of the occurrence of viruses and viroids infecting vines in the
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ABSTRACT
The cultivation of grape, among the temperate fruit trees, considering its socioeconomic
importance and cultivated area, is one of the more expressive in the world. However, several
plant pathogens affect grape, resulting in diseases of economic importance, with emphasis on
viruses and viroids. The aims of this work were: (i) to determine the incidence of viruses and
viroids in 119 samples of 32 grapevine cultivars collected in nine vineyards in the municipality
of Sdo Roque, SP; (ii) to characterize isolates of Grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1) and
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3). RT-qPCR reactions were performed to
detect the following viruses: Grapevine Cabernet Sauvignon reovirus (GCSV), GSyV-1,
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), Grapevine virus A (GVA),
Grapevine virus B (GVB), GLRaV-3 and Grapevine fleck virus (GFkV), in addition to
Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1). Except for GCSV, the evaluated viruses and
viroid were considered common in the sampled areas, often at high incidence and in
coinfections, ranging from 15% to 76%. Eight isolates of GSyV-1 and six of GLRaV-3 had their
coat protein genes sequenced, showing high percentage of nucleotide identity (91.7 to 99.8% -
GSyV-1 and 98.9 to 100% - GLRaV-3) among themselves. This is the first report of GSyV-1 in
commercial vineyards in Brazil. Viral infections have been reported to be widespread, probably
due to the use of infected propagative material. Interviews were conducted with grape and
wine producers from S&o Roque, aiming at characterizing the level of technological
production. Despite problems with plant health, difficulty of hiring specialized labor and real
estate speculation, ten of the fourteen producers interviewed never interrupted their activities,
69% of the properties are located on the "wine route", 92% have asphalted roads and 69.23%
have an area of up to 10 hectares. Although they still depend on the grape and the wines
brought from Rio Grande do Sul, nine producers have their own vineyards, and of these, four
produce grapes for winemaking. For all the interviewees, the vineyards were considered
important for wine tourism, and have contributed to the increase of interest in wine products,

which has generated an increase in the producers' income.

KEYWORDS: Detection. Real time RT-PCR. Vineyard. Vitis.
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(fragmento amplificado de 723 bp). Codigo do depdsito no GenBank KX458475. Nucleotideos
em negrito correspondem aos iniciadores utilizados na reacéo de amplificacéo por RT-PCR e,
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Figura 23. Sequéncias virais do Grapevine leafroll-associated virus 3, isolado NR-BR
(amostra 5, cv. Niagara Rosada), correspondentes aos nucleotideos (linha superior) e aos
aminoacidos deduzidos (linha inferior) do gene completo da proteina capsidial (CP) com 942
pb e 313 aad. Cddigo do depodsito no GenBank KX499443. Nucleotideos em negrito
correspondem aos iniciadores utilizados na reacdo de amplificagdo por RT-

Figura 24. Arvore filogenética com base no alinhamento de sequéncias de nucleotideos de
cinco isolados (REB-BR, MAR-BR, TR1-BR, TR2-BR, ALF-BR) de S&o Roque e trés (MH,
TRAJ-BR, VF-BR) de Bento Goncalves, Sudeste e Sul do Brasil, respectivamente e outros
isolados estrangeiros de GSyV-1. A arvore foi construida pelo método de méaxima parcimonia,
utilizando o MEGA 6.0, com suporte (bootstrap) a partir de 10.000 replicagdes. Os nomes
dos isolados de GSyV-1 foram incluidos de acordo com os cédigos de acesso no GenBank,
sendo que os grupos especificos foram indicados. Maize rayado fino virus, MRFV
(Tymoviridae, Marafivirus) (NC_002786) foi utilizado como grupo externo. Bar = nimero de
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Figura 25. Arvore filogenética com base no alinhamento de sequéncias de nucleotideos de
seis isolados (NR-BR, MARG-BR, CH-BR, TN-BR, VI-BR, MS-BR) obtidas de S&o Roque,
cinco (RC-PE, Pet-1, Pet-2, Pet-3, Pet-4) de Petrolina e um (IS2) de Bento Gongalves,
Sudeste, Nordeste e Sul do Brasil, respectivamente e outros isolados estrangeiros de
GLRaV-3. A arvore foi construida pelo método de maxima parcimonia, utilizando o programa
MEGA 6.0 (com teste de bootstrap para 10.000 replicagbes). Os nomes dos isolados de
GLRaV-3 foram incluidos de acordo com os cdodigos de acesso no GenBank, e 0s grupos
especificos foram indicados. Grapevine-leafroll associated virus 1, GLRaV-1 (Closteroviridae,
Ampelovirus) (NC_016509) foi utilizado como grupo externo. Bar = nimero de substituicoes
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1. INTRODUCAO

Segundo o Sistema IBGE de Recuperacdo Automatica — SIDRA, a &rea cultivada foi
com vinhedos no Brasil em 2015 foi de 78.931 ha, distribuida em regides tropicais e
subtropicais. Em 85% destes vinhedos sado utilizadas mais de 40 cultivares de videiras
americanas (Vitis labrusca L.) ou hibridos, e em 15% mais de 120 cultivares viniferas (Vitis
vinifera L.) (CAMARGO et al., 2011). A producéo total de uva no Brasil situa-se em torno de
1,5 milhdes de toneladas por ano. A regido Sul, principalmente o Estado do Rio Grande do
Sul, apresenta a maior area cultivada com videiras, sendo considerada a regido produtora
mais importante do Brasil. Além da regido Sul, a regiao Nordeste do Brasil tem destaque na
producdo de uva e vinho. A regido do Vale do Submédio Sdo Francisco (VSF), cujas
cidades polos sao Petrolina, em Pernambuco, e Juazeiro, na Bahia, € pioneira na producéo
de uva e vinho sob condi¢des tropicais no Brasil (SILVA, 2012). O VSF é considerado a
segunda regido produtora de vinhos finos do Brasil, sendo responsavel por 15% da
producéo nacional com oito milhdes de litros por ano (SILVA, 2012).

No Estado de Sao Paulo a viticultura teve seu inicio na regido Leste, nas cidades de
Sdo Paulo e de Campinas. Ja no inicio do século XX municipios da regidao de Jundiai
ganharam destaque tanto na producdo de uvas para vinho quanto para mesa. Ainda nesta
regido do Estado de Séo Paulo, o cultivo de uvas finas desenvolveu-se nos municipios de
Sao Miguel Arcanjo e Pilar do Sul, com destaque para a producado das cultivares Rubi, Itélia,
Benitaka e Brasil (VERDI et al., 2011). Ainda referente & produgéo de uvas finas merece
destaque o municipio de Jales (noroeste do estado), com dois ciclos anuais de producéo e
pela produgéo no periodo de entressafra das demais regiées do estado, entre os meses de
julho e outubro.

Na regido Sudeste se destaca o municipio de S&o Roque no leste do Estado de Sao
Paulo (CAMARGO et al., 2008). Conhecida como a “Terra do Vinho”, Sdo Roque, localizada
a 60 quildbmetros de Sao Paulo, tem tradicdo no cultivo de uva para mesa e para a
elaboracdo de vinho, principalmente devido a influéncia de imigrantes portugueses e
italianos que se estabeleceram na regido até a metade do século XX. Atualmente, o
municipio conta com quatorze vinicolas em atividade. Porém, nos ultimos cinco anos, devido
ao incremento do turismo rural, ocorreu um novo impulso nha vitivinicultura, incluindo a
criacdo do “Roteiro do Vinho, Gastronomia e Lazer”. Os turistas além de visitarem a cidade
vém com o intuito de adquirir vinhos, uvas de mesa e derivados (COBELLO, 2010). A
retomada do plantio de videiras, principalmente de cultivares viniferas e da elaboracdo de

vinhos de melhor qualidade, criou um novo ciclo na identidade cultural do municipio.



Das fruteiras de clima temperado, o cultivo da videira, tanto para a producdo de uva
in natura quanto para a elaboracdo de vinhos, € um dos que mais cresce no mundo,
considerando-se sua importancia socioecondmica e area cultivada. As videiras, porém, sédo
suscetiveis a varios agentes transmitidos pela enxertia, com énfase nos virus e viroides, que
estdo associados ou causam varias doencas de importancia econdmica em infeccdes
simples ou mdltiplas (MARTELLI, 2014). A propagacao vegetativa da videira contribui para a
disseminacdo mundial desses patdgenos, e seu ciclo de cultivo perene acelera a introdugéo
de novos patégenos ou resulta em constante ocorréncia de infeccbes mdltiplas de virus e
viroides. As principais doencas induzidas por patégenos transmitidos vegetativamente,
principalmente por virus e viroides, podem causar perdas na producdo, reducéo do vigor e
da longevidade das plantas, amadurecimento atrasado e irregular, além da reducédo da
qualidade das bagas, com impacto negativo no teor de acucar, pigmentos e acidez dos
vinhos (MALIOGKA et al., 2015).

Atualmente, no mundo, h& cerca de 65 espécies de virus, pertencentes a 24 géneros
e 12 familias, descritos em videira. Em vinhedos brasileiros, pelo menos 13 espécies de
virus ja tiveram sua ocorréncia relatada: Grapevine virus A, B e D (GVA, GVB e GVD,
Betaflexiviridae, Vitivirus), Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1 e 3, Closteroviridae,
Ampelovirus), Grapevine leafroll-associated virus 4 e suas estirpes (GLRaV-4,
Closteroviridae, = Ampelovirus),  Grapevine leafroll-associated  virus  (GLRaV-2,
Closteroviridae, Closterovirus), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV,
Betaflexiviridae, Foveavirus), Grapevine fleck virus (GFkV, Tymoviridae, Maculavirus),
Grapevine fanleaf virus (GFLV, Secoviridae, Nepovirus), e Grapevine rupestris vein
feathering virus (GRVFV, Tymoviridae, Marafivirus) (BASSO et al., 2014).

Além dos virus, trés espécies de viroides, das sete relatadas em videira no mundo,
também foram relatadas no Brasil: Hop stunt viroid (HSVd, Pospiviroidae, Hostuviroid),
Citrus exocortis viroid (CEVd, Pospiviroidae, Pospiviroid) e Grapevine yellow speckle viroid 1
(GYSVd-1, Pospiviroidae, Apscaviroid). Os viroides sdo transmitidos por meio da enxertia e
podem induzir perdas especialmente se associados a virus (EIRAS et al., 2006; FAJARDO
et al., 2016). Os virus induzem doengas importantes na videira, como serd detalhado mais
adiante na “Revisédo Bibliografica” deste trabalho. A seguir, foram abordados os principais
virus detectados no levantamento realizado neste trabalho e as doencas por eles induzidas.

Os sintomas de “Declinio de Syrah” em videira podem incluir: rachaduras do lenho,
necrose do caule, avermelhamento foliar, declinio e morte das plantas. Grapevine Syrah
virus 1 (GSyV-1, Tymoviridae, Marafivirus) foi identificado pela primeira vez em um vinhedo
de V. vinifera cv. Syrah na Califérnia (EUA) (AL RWAHNIH et al., 2009). Desde entdo, sua
presenca tem sido relatada em vinhedos no Chile, Washington (EUA), Canada, Franca,
Italia, Eslovaquia, Republica Checa e Hungria (ENGEL et al., 2010; GLASA et al., 2015;



CZOTTER et al., 2015) e em germoplasma de videira no Sul do Brasil (FAJARDO et al.,
2015a). Um estudo detectou GSyV-1 em cigarrinhas coletadas infestando videiras
sintomaticas, infectadas com GSyV-1, sugeriando que esse virus pudesse ser transmitido
por cigarrinhas (AL RWAHNIH et al., 2009). Este virus tem relacionamento filogenético com
0 Grapevine fleck virus (GFkV, Tymoviridae, Maculavirus). O GFkV foi relatado em todos os
paises viticolas no mundo (MARTELLI, 2014), é um virus ndo transmissivel mecanicamente
e ndo possui vetores conhecidos associados a sua transmissdo (SABANADZOVIC et al.,
2001). Infeccdes pelo GFkV transcorrem sem inducdo de sintomas em cultivares de Vitis
vinifera, induzindo, porém, sintomas foliares de clareamento de nervuras, deformacao, e
reducdo de crescimento vegetativo em algumas cultivares indicadoras de porta-enxertos
(MARTELLI, 2014).

Grapevine leafroll disease (GLRD) é a doenca viral economicamente mais prejudicial
e generalizada da videira em todo o mundo (ALMEIDA et al., 2013), resultando em perdas
de rendimento de até 40% (NAIDU et al.,, 2015). Varias espécies virais designadas
Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV), pertencentes a familia Closteroviridae estao
relacionadas com GLRD, e podem ocorrer isoladas ou em complexos virais (MAREE et al.,
2013). O GLRaV-3 (género Ampelovirus) é a espécie viral mais amplamente presente
infectando videiras no mundo (MAREE et al., 2013; MARTELLI, 2014). A cultivares de V.
vinifera apresentam sintomas evidentes, enquanto que em cultivares de V. labrusca,
hibridos e porta-enxertos as infec¢des transcorrem de modo latente, sem a expressao de
sintomas, ou com sintomas brandos (BASSO et al.,, 2014). Os sintomas tipicos séo
avermelhamento ou amarelecimento das folhas, que adquirem textura coriacea, enquanto as
nervuras permanecem verdes e as margens das folhas enrolam-se para baixo (NAIDU et al.,
2015). Varias espécies de cochonilhas sdo vetores eficientes de ampelovirus, sendo as
transmissdes realizadas de modo semi-persistente (LE MAGUET et al., 2012; TSAI et al.,
2010).

O Grapevine rugose wood disease (GRWD), lenho rugoso da videira, € uma doencga
complexa, que ocorre em varias regibes viticolas. Quatro sindromes distintas séo
associadas ao GRWD: caneluras do tronco de Rupestris (Rupestris stem pitting),
Acanaladura do lenho de Kober (Kober stem grooving), Intumescimento dos ramos (corky
bark) e Acanaladura do lenho de LN33 (LN33 stem grooving), esta Ultima sem agente causal
definido (MALIOGKA et al, 2015; MARTELLI, 2014). Os agentes causais associados a esta
doenca s&o: Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV, género
Foveavirus), Grapevine virus A e Grapevine virus B (GVA e GVB, género Vitivirus),
respectivamente, todos pertencentes a familia Betaflexiviridae (MARTELLI et al., 2007). Os
sintomas em espécies de Vitis e hibridos podem variar, mas normalmente incluem:

alteracdes do diametro do tronco da planta, que afetam diretamente o fluxo de agua e



nutrientes, causando sintomas de avermelhamento das folhas, formacdo da casca tipo
cortica, retardamento das brotacdes, declinio e, eventualmente, a morte da planta
(MALIOGKA et al., 2015). GVA e GVB séo transmitidos de forma semi-persistente por varias
espécies de cochonilhas algodonosas, enquanto GRSPaV nado tem inseto vetor conhecido
(LE MAGUET et al., 2012; MARTELLI, 2014). GLRD e GRWD séao os dois complexos de
doengas mais importantes economicamente em vinhedos brasileiros (BASSO et al., 2014).

Recentemente, o Grapevine Cabernet Sauvignon reovirus (GCSV, Reoviridae) foi
descoberto por sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing, NGS)
como uma nova espécie de virus infectando videiras na Califérnia (EUA), e logo depois foi
detectada também em videiras no Brasil (AL RWAHNIH et al., 2015; FAJARDO et al.,
2015b).

A retomada do plantio de videiras em S&o Roque, conhecida como a “Terra do
Vinho”, cria um novo ciclo na identidade cultural do municipio. Dessa forma, a identificacéo e
caracterizacao de virus e viroides em videiras de S&o Roque é de extrema importancia, uma
vez que, esses patdgenos podem causar efeito deletério na qualidade da uva e na
guantidade da producdo. Assim, este trabalho teve como objetivos desenvolver um
questionario e realizar entrevistas para conhecer a realidade atual dos produtores
(vitivinicultores) de S&o Roque, aprofundar o conhecimento sobre a histéria da vitivinicultura
do municipio associada a cultura e aos aspectos socioecondmicos regionais, além de
levantar a incidéncia, identificar e caracterizar molecularmente os virus e viroides presentes

em vinhedos da regido.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal do trabalho foi levantar a situacéo atual das viroses que ocorrem
nos vinhedos da Regido de Sdo Roque, SP. O diagndstico foi realizado por meio de
métodos de deteccdo molecular que apresentam elevada sensibilidade e especificidade,
visando-se identificar as espécies virais e subvirais presentes nos vinhedos. Para
caracterizar a regido de Sdo Roque foi realizado levantamento dos sistemas de producao de

uva e vinho por meio de entrevista com os produtores.

2.2. Objetivos especificos

- Levantar a incidéncia de virus e viroides em vinhedos na regido de Sdo Roque, SP;

- ldentificar e caracterizar molecularmente os virus e viroides presentes nas amostras
coletadas;

- Identificar os virus presentes em insetos vetores;

- Levantar as caracteristicas historica, socioecondmica, cultural e técnica dos produtores de
uva e vinho na regido de Sao Roque, Estado de Sao Paulo.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A cultura da videira no Brasil

A videira pertence a familia Vitaceae e ao género Vitis, e possui inUmeras espécies,
com destaque para Vitis vinifera L., de origem européia e conhecida como produtora de
uvas finas, e Vitis labrusca L., de origem americana e conhecida como produtora de uvas
comuns, que predomina no Brasil (GIOVANNINI, 2008; HERNANDEZ & MORENO, 2009;
LEAO & SOARES, 2000).

Conforme o “Panorama 2010” da vitivinicultura brasileira (MELLO, 2010), a area
cultivada com vinhedos no Brasil em 2010 foi de 83.718 hectares, com uma producdo de
1.295.442 toneladas, sendo 557.888 toneladas destinadas para processamento e 737.554
toneladas para consumo in natura. A viticultura, no Brasil, esta concentrada, principalmente,
nos Estados da Regido Sul, responsavel por cerca de 90% da producdo nacional, seguida
pelas Regides Sudeste e Nordeste, onde se destacam como maiores produtores, em ordem
decrescente de area cultivada: Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Parana, Santa
Catarina, Bahia e Minas Gerais. A cultura da videira também tem se expandido para outras
regides ndo tradicionais a exemplo de areas situadas no Mato Grosso do Sul, Goias,
Espirito Santo, Ceara e Piaui (MELLO, 2010).

O Brasil, nos ultimos anos, tem obtido avangos na produgdo de uvas, seja para
consumo in natura ou para processamento. Entretanto, o setor encontra-se constantemente
ameacado devido a ocorréncia de doencas, que podem causar danos com consequente
aumento dos custos de producéo, para tentar minimiza-los. Dentre os patdgenos da videira,
0s virus e viroides se destacam pelo seu dificil controle, por causarem danos expressivos e
por comprometerem diretamente a sustentabilidade econdmica desta atividade. Portanto, é
importante conhecer os virus e viroides associados a esta cultura, principalmente aqueles
que induzem doencas importantes. Vale destacar que muitas vezes 0s sintomas sao
imperceptiveis (infec¢bes latentes) em determinadas cultivares e porta-enxertos, € com isso
muitos virus (e também viroides) passam despercebidos durante a propagacéo da cultura e
o transito de material propagativo. Assim, ha maior probabilidade de disseminacdo desses
patdégenos, o que resulta em elevado grau de infecgdo dos materiais propagativos e na
eficiente dispersdo de virus e viroides entre regides produtoras de uva (FAJARDO et al.,
2003; MARTELLI & BOUDON-PADIEU, 2006).



3.2. Aimportancia das viroses no Brasil

No Brasil, o primeiro relato de uma virose ocorrendo em videiras foi realizado em
1972, quando foi descrita a ocorréncia do enrolamento da folha da videira no Estado de S&o
Paulo (KUNIYUKI, 1972). Segundo Amorim & Kuniyuki (1997) e Moreira et al. (2004a), as
doencas provocadas por virus em videira se caracterizam por uma lenta e gradual
degenerescéncia da planta, causando perdas quantitativas e qualitativas na producao.
Entretanto, ha casos em que as perdas sao quase totais, principalmente quando as

cultivares sao bastante suscetiveis a infeccao por determinados virus.

A incidéncia e a disseminacdo dessas viroses em um determinado vinhedo variam
segundo a relagdo/estabelecidade entre patdgeno, hospedeira, vetor e condicdo ambiente
(LIMA, 2002; MOREIRA, 2004). Dependendo da combinagéo entre cultivar e espécie viral,
0s primeiros sintomas caracteristicos podem ser perceptiveis somente 2 a 3 anos apés a
infeccdo (LIMA & FAJARDO, 2012). A expressdo de sintomas induzidos por virus em
videiras pode variar com as condi¢cdes do ambiente, estadio fenolégico e estado nutricional
da planta, praticas de manejo, infecgdo mdultipla entre espécies e estirpes virais, cultivar da
planta hospedeira e tempo decorrido desde a infec¢do (BASSO et al., 2010a; NAIDU et al.,
2014; NASCIMENTO et al., 2015). Para a maioria das viroses, 0s sintomas sédo de facil
reconhecimento 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 partir da
floracdo, porém sdo mais comuns em época proxima a maturacdo da uva (CABALEIRO &
SEGURA, 2006).

As viroses causam alteracdes na expressao de genes da hospedeira, levando a
mudangas no metabolismo da planta, com consequente reducdo da produgédo (BASSO et
al., 2010b; DUBIELA, 2012; BASSO et al., 2014). Nem todas as espécies virais induzem
sintomas que levam a perdas econdmicas expressivas. Um grupo restrito de viroses se
destaca por sua importancia econdmica em nivel mundial, e pode apresentar sintomas
caracteristicos resultantes de infecgbes simples ou multiplas das espécies virais associadas
a doenca. As principais viroses da videira sdo: (i) enrolamento das folhas, causada por virus
da (Familia Closteroviridae); (ii) lenho rugoso (Familia Betaflexiviridae); (iii) degenerescéncia
da videira (Familia Secoviridae); e (iv) mancha das nervuras (Familia Tymoviridae) (Figura
1).



Figura 1. Sintomas de viroses em videira. (A) Caneluras do tronco, (B e F) Complexo do lenho rugoso
da videira em ramos apresentando intumescimento e rachaduras na base do ramo, (C, D e E)
Enrolamento da folha em diferentes cultivares e estadios de desenvolvimento dos sintomas. Fotos:
Cétia J. M. Moura (2016).

3.3. Principais virus e viroides que infectam a videira

A videira pode ser afetada por, por cerca de, 65 espécies de virus (OOSTHUIZEN et
al., 2016), nove espécies de viroides, trés RNAs satélites e cinco possiveis doencas de
etiologia viral (identidade dos virus ainda ndo determinada) (BASSO et al., 2014). Esses
patdégenos, em infeccdes simples ou multiplas, constituem importante e constante ameaca a
vitivinicultura. Os virus e viroides que ja foram descritos infectando a videira no Brasil estéo

descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Espécies de virus e viroides descritos infectando videira (Vitis spp.) no Brasil, e seus
vetores. Adaptada de Basso et al. (2014).

. . . ALGUMAS
FAMILIA GENERO ESPECIE VETORES REEERENCIAS
. Grapevine rupestris steam pitting-associated virus . Pereira (2008)

Foveavirus (GRSPaV) Desconhecido Radaelli et al. (2009)

Basso et al. (2010a)

Grapevine virus A (GVA) Cochonilhas Fajardo et al. (2003)
Betaflexiviridae Moreira et al. (2004a)

Vitivirus Grapevine virus B (GVB) Cochonilhas Nickel et al. (2002)

Grapevine virus D (GVD)

Desconhecido

Moreira et al. (2004b)
Catarino et al. (2013a)

Fajardo et al. (2012)

Closterovirus | Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2 Desconhecido
viru pevi lated virus 2 ( ) ! Radaelli et al. (2009)
Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1 Cochonilhas .
Ampelovirus P ( ) Fajardo et al. (2011)
Subgrupo |
(Subgrupo 1) Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) Cochonilhas Fajardo et al. (2007);
Closteroviridae Basso et al. (2010a).
Grapevine leafroll-associated virus 4 (GLRaV-4) Cochonilhas Catarino et al. (2013b)
Ampelovirus Grapeylne leafroll-associated virus 4 strain 5 (GLRaV- Cochonilhas Fajardo et al. (2012)
(Subgrupo 1) | 4, strain 5)
Grapevine leafroll-associated virus 4 strain 6 (GLRaV- Cochonilhas Fajardo et al. (2012)
4, strain 6)
- Nepovirus . . . .
Secoviridae (Subgrupo A) Grapevine fanleaf virus (GLFV) Nematoides Radaelli et al. (2009)
Maculavirus | Grapevine fleck virus (GFkV) Desconhecido | Fajardo et al. (2012)
- Marafivirus Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV) Desconhecido | Catarino et al. (2013b)
Tymoviridae
Cigarrinhas | hnih L (2
Grapevine Syrah virus-1 (GSyV-1) (sem comprovagao | Al Rwahnih et al. (2009)
por teste de
transmissao)
Reoviridae Grapevine Cabernet Sauvignon reovirus (GCSV) Desconhecido Al Rwahnih et al. (2015)
Hostuviroid Hop stunt viroid (HSVd) Ausente Eiras et al. (2006b)
Pospiviroidae
Pospiviroid Citrus exocortis viroid (CEVd) Ausente Eiras et al. (2006b)
Apscaviroid Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1) Ausente Fajardo et al. (2016)

No Brasil, Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-1, -2, -3, GLRaV-4 strains -5 e

-6), Grapevine virus A, B e D (GVA, GVB e GVD), Grapevine rupestris stem pitting

associated virus (GRSPaV), Grapevine fleck virus (GFkV) e Grapevine fanleaf virus (GFLV)
ja foram detectados em videira (LIMA & FAJARDO, 2012; CATARINO et al., 2015). Catarino

et al. (2013b) também identificaram GLRaV-4 e Grapevine rupestris vein feathering virus

(GRVFV) em amostras de videiras comercialmente introduzidas no Brasil. Dentre esses

ressalta-se a importancia dos virus causadores do Enrolamento da folha e do Lenho rugoso
no Brasil (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). Os virus pertencentes as
familias Betaflexiviridae, Closteroviridae e Tymoviridae (MARTELLI & BOUDON-PADIEU,

2006) sédo importantes e afetam a videira (Tabela 1).
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Os virus que mais se destacam pela incidéncia e importancia econdmica sédo aqueles
associados as viroses do enrolamento da folha (GLRaV-1, -2 e -3) e do lenho rugoso da
videira, que é causada por um complexo formado por quatro viroses: intumescimento dos
ramos (GVB), acanaladura do lenho de Kober (GVA), (GRSPaV) e acanaladura do lenho de
LN33 (virus caneluras do tronco de Rupestris desconhecido) (KUNIYUKI et al., 2002;
MOREIRA et al., 2004a; DUBIELA, 2012). E comum a ocorréncia de infeccbes multiplas
com virus pertencentes a diferentes familias, além da ocorréncia de agentes subvirais.
Fatores como a idade do tecido da planta infectada e concentracdo viral influenciam a
presenca de sintomas na planta infectada (CABALEIRO & SEGURA, 2006).

Em relacdo aos agentes subvirais que ocorrem em videiras destacam-se dois
grupos: viroides e RNAs satélites. Os viroides sdo constituidos de pequenos genomas de
RNA (246 a 401 nucleotideos), circulares e de fita simples. As doengas causadas por
viroides apresentam menor incidéncia e importancia econdmica do que as viroses da videira
(BASSO et al., 2014). Viroides apresentam replicacdo autbnoma e dependem da interagéo
com fatores da hospedeira para completar seu ciclo infeccioso (FLORES et al.,, 2012;
NAVARRO et al., 2012; BASSO et al., 2014), sendo que atualmente sdo definidas duas
familias, Pospiviroidae e Avsunviroidae (Tabela 1). A disseminacado dos viroides é facilitada
pelo intercAmbio de material de propagacédo vegetativa entre paises, sendo que os métodos
de controle desses patdgenos na videira sdo semelhantes ao manejo recomendado para o
controle das viroses (EIRAS, 2012; EIRAS et al., 2006a).

3.3.1. Grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1)

O Grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1) pertence ao género Marafivirus, familia
Tymoviridae. Esse virus foi identificado pela primeira vez em vinhedos da Califérnia (EUA)
em 2004 (AL RWAHNIH et al., 2009). Posteriormente, o virus também foi detectado em
videiras no Chile, no Brasil (em germoplasma de videira), Franca, Italia e, mais
recentemente, na Eslovaquia e Republica Checa (AL RWAHNIH et al., 2009; ENGEL et al.,
2010; GIAMPETRUZZI et al., 2012; GLASA et al., 2015). Além disso, o0 GSyV-1 foi relatado
em uvas muscadinia (Vitis rotundifolia) com o nome Grapevine virus Q (SABANADZOVIC et
al., 2009). GVQ foi descrito logo ap6s GSyV-1 e ambos os genomas compartiiham mais de
99% de identidade de nucleotideos, assim GVQ foi reclassificado como GSyV-1. Os
sintomas induzidos pelo GSyV-1 incluem engrossamento na regido da enxertia, rachaduras
no lenho, necrose do caule, avermelhamento das folhas, declinio da videira, e morte de
plantas (MONIS, 2009). Ainda segundo Monis (2009) a etiologia do “Declinio da Syrah”
poderia ser devida a combinacdo de varios agentes patogénicos, fatores de estresse, bem

como a constituicdo genética da cultivar Syrah. Com relagdo a transmisséo por vetores,
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outros virus no género Marafivirus podem ser transmitidos por cigarrinhas. O GSyV-1 j& foi
detectado em cigarrinhas coletadas em videiras infectadas que apresentavam sintomas,
sugerindo que a transmisséo desse virus por cigarrinhas seria possivel (MONIS, 2009).

3.3.2. Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3)

Pertencente a familia Closteroviridae, género Ampelovirus. O GLRaV-3 possui
particulas alongadas e flexuosas, com genoma composto de RNA fita simples, senso
positivo com 17.919 nucleotideos organizados em 13 ORFs (LING et al., 1997; MARTELLI
et al., 2002a; DUBIELA, 2012). E o principal agente causal da virose do enrolamento da
folha da videira, e causa danos econdmicos importantes na producdo de uvas para
elaboragdo de vinho (ATALLAH et al.,, 2012) e em uvas de mesa (PIETERSEN, 2004,
BOSCIA et al., 1995; MAREE et. al., 2008). Esse virus ndo é transmissivel mecanicamente
(DUBIELA, 2012). No campo, a transmissdo do GLRaV-3 ocorre devido a acdo de varias
espécies de pseudococcideos e coccideos. Estes insetos, conhecidos como cochonilhas,
sdo considerados os principais vetores de algumas das principais espécies de virus que
infectam a videira, sendo responsaveis pela dispersdo destes patdgenos (CABALEIRO &
SEGURA, 1997; KUNIYUKI et al., 2005). Segundo Botton et al. (2003), as principais
espécies transmissoras do GLRaV-3 sdo Pseudococcus viburni, P. vitis, P. longispinus e
Planococcus citri. Existem muitos variantes de sequéncia do GLRaV-3, com sido relatada a

existéncia de 45 isolados deste virus em 14 paises (TURTURO et al., 2005).

3.3.3. Grapevine virus A (GVA)

O GVA pertence a familia Betaflexiviridae, género Vitivirus. Possui particulas
alongadas com cerca de 800 nm de comprimento e genoma monopartido de RNA fita
simples com 7.351 nucleotideos (DUBIELA, 2012). E disseminado por cochonilhas
algodonosas (Pseudococcidae) e de carapaca (Coccidae), quando essas se alimentam em
uma planta infectada e, ao se alimentarem em uma planta sadia, realizam a transmisséo das
particulas virais (LIMA, 2009). Este virus pode ser transmitido mecanicamente para
hospedeiras herbaceas, tais como: Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Gomphrena
globosa e Nicotiana spp. (DUBIELA, 2012). Juntamente com o GVB e o GRSPaV
(MINAFRA, 2000; DU-PREEZ et al., 2011) e o Grapevine virus D (GVD) (ROSA et al., 2011),
0 GVA constitui 0 “complexo rugoso da videira”, induzindo alteracdes no lenho da videira e
prejudicando a qualidade da produgcdo (MARTELLI, 1993; CREDI, 1997).
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3.3.4. Grapevine fleck virus (GFkV)

O Grapevine fleck virus (GFkV) pertence a familia Tymoviridae (MARTELLI et al.,
2002b), género Maculavirus (MARTELLI et al., 2002c). Possui particulas isométricas de 30
nm de didmetro e RNA fita simples com 7.564 nucleotideos, organizados em quatro ORFs
(DUBIELA, 2012). O GFkV induz a mancha das nervuras, uma virose gque apresenta alta
incidéncia. Este virus ndo é transmissivel mecanicamente e € limitado ao floema (DUBIELA,
2012). Essa doenca ja foi registrada na maioria dos paises viticolas do mundo, inclusive no
Brasil (KUHN, 1992; KUNIYUKI & COSTA, 1987, 1995). O GFkV ja foi relatado em videiras
nos Estados Unidos (Califérnia, Missouri e Washington) (MILKUS & GOODMAN, 1999;
NAIDU & MEKURIA, 2010), Austrdlia (SHI et al., 2003), e na Europa (MARTELLI et al.,
2002c).

Nao h& constatacao de infeccao de plantas por meio de ferramentas ou tesoura de
poda e, até 0 momento, ndo se tem comprovacao cientifica da disseminagéo deste virus por
vetores (MARTELLI et al., 2002c). O GFkV pode ser disseminado por material propagativo
infectado e transmitido por enxertia. Os sintomas da doenga localizam-se nas folhas novas e
de meia idade (durante a fase de brotacdo na primavera) da cultivar de porta-enxerto
Rupestris du Lot, utilizada como indicadora desta virose. As plantas muito afetadas séo
menos desenvolvidas e podem apresentar as folhas com os bordos voltados para cima,
além de manchas translicidas sem forma definida (KUNIYUKI & COSTA, 1994). Nenhuma
outra hospedeira natural, além da videira, é conhecida (MARTELLI et al., 2002c; FAJARDO
et al., 2003).

3.3.5. Grapevine Cabernet Sauvignon reovirus (GCSV)

Pertencente a familia Reoviridae, o0 GCSV foi descrito pela primeira vez em 2015, em
videiras da cultivar Cabernet Sauvignon na California (EUA), por andlise de sequenciamento
de nova geracdo (NGS) (AL RWAHNIH et al., 2015). O virus foi descoberto em videira que
apresentava enrolamento das folhas e que estava infectada com Grapevine leafroll
associated virus (GLRaV-2 e GLRaV-3), Grapevine virus A (GVA) e Grapevine fleck virus
(GFkV). Ainda segundo Al Rwahnih et al. (2015) esse reovirus foi transmitido para videiras
sadias por enxertia utilizando-se gemas infectadas. Subsequentemente, um isolado de
GCSV foi identificado em videiras da cultivar Cabernet Sauvignon em um campo
experimental no municipio de Bento Gongalves, RS, também em infeccdo viral mdltipla
(FAJARDO et al., 2015a).
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3.3.6. Grapevine virus B (GVB)

O Grapevine virus B (GVB) pertence a familia Betaflexiviridae, género Vitivirus
(MARTELLI et al., 1997; ADAMS et al., 2004), possui particulas com cerca de 800 nm de
comprimento e cinco ORF. O GVB ¢é transmitido por cochonilhas algodonosas
(Pseudococcidae) e de carapaca (Coccidae) e por meio de enxertia com material
propagativo infectado (MARTELLI, 2012; CATARINO et al., 2015). E um dos virus que faz
parte do “complexo rugoso da videira”, e induz alteracdes no lenho da videira, tais como
engrossamento da casca, intumescimento e fendilhamento cortical dos ramos ou tronco
(MARTELLI, 1993; CREDI, 1997). Em estudos de variabilidade genética de diferentes
isolados encontrados em vinhedos brasileiros, o GVB foi caracterizado molecularmente por
Nickel et al. (2002) e Radaelli et al. (2009).

3.3.7. Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV)

O Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) pertence a familia
Betaflexiviridae, género Foveavirus. Possui particulas alongadas e flexuosas com cerca de
800 nm de comprimento, genoma de RNA de fita simples, senso positivo, com
aproximadamente 8.726 nt organizados em cinco ORF. E um dos mais frequentes e
importantes virus que infectam a videira no Brasil (RADAELLI et al., 2009). O GRSPaV foi
identificado e caracterizado molecularmente por Meng et al. (1998) e Zhang et al. (1998)
como o agente causal das caneluras do tronco de Rupestris, virose conhecida por “lenho
estriado de Rupestris” em Sao Paulo e por “caneluras do tronco de Rupestris” no Rio
Grande do Sul (ESPINHA et al., 2003). Infec¢cdes multiplas com outros virus também sdo
comumente detectadas em videiras (MENG et al., 1999; 2005). Juntamente com 0s Vitivirus
GVA, GVB e GVD, o GRSPaV compde o “complexo rugoso da videira”. E transmitido por
propagacdo vegetativa. A necrose das nervuras da videira (Grapevine vein necrosis),

também é uma virose e esta associada a presenca do GRSPaV (BOUYARIA et al., 2005).

3.3.8. Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1)

Este virus pertence a familia Closteroviridae, género Ampelovirus e possui particula
alongada e flexuosa com cerca de 2.000 nm de comprimento. Apresenta genoma composto
por RNA de fita simples, senso positivo, com cerca de 19.500 nucleotideos (FAJARDO et
al., 2005). E uma das principais espécies de virus envolvidas na etiologia do enrolamento da
folha da videira (Vitis spp.). O enrolamento da folha, uma das principais doencas da videira,

diminui a producé@o e a qualidade da uva e pode ser causado por diferentes espécies do
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"virus associado ao enrolamento da folha da videira" (Grapevine leafroll-associated virus,
GLRaV). Os sintomas tipicos de enrolamento dos bordos da folha para baixo séo
observados nas cvs. européias (V. vinifera), podendo provocar o definhamento das plantas
(LIMA, 2009). Pela incidéncia e importancia econémica, no Brasil e em outros paises
viticolas, o GLRaV-1 se destaca juntamente com o GLRaV-3 (LIMA, 2009; MARTELLI,
2009). Nos vinhedos, o GLRaV-1 é transmitido de maneira semi-persistente por coccideos e
pseudococcideos. Pode também ser transmitido através da enxertia, mas nédo €
transmissivel por inoculacdo mecéanica (FAZELI & REZAIAN, 2000; MARTELLI et al., 2002za;
MARTELLI, 2003; GUGERLI, 2003). A Unica hospedeira natural deste virus é a videira (Vitis
spp.) (FAJARDO et al., 2005).

Isolados de GLRaV-1 ja foram relatados em vinhedos do Brasil e, posteriormente,
alguns isolados locais foram caracterizados molecularmente por meio do sequenciamento

da regido genbmica correspondente a proteina capsidial (FAJARDO et al., 2011).

3.3.9. Grapevine yellow speckle viroid 1 (GYSVd-1)

O GYSVd-1 é um viroide pertencente a familia Pospiviroidae, género Apscaviroid
(EIRAS et al., 2006b). Assim como os demais viroides, o GYSVd-1 apresenta replicagdo
autbnoma e depende da interacdo com fatores da hospedeira para completar seu ciclo
infeccioso (FLORES et al., 2005). Também como o Grapevine yellow speckle viroid 2
(GYSVd-2) e o Australian grapevine viroid (AGVd), o GYSVd-1 tem gama de hospedeiras
restrita, infectando somente videiras (REZAIAN et al., 1992; LITTLE & REZAIAN, 2003).
Recentemente, porém, em analise por sequenciamento de nova geracdo, o GYSVd-1 foi
identificado na Coréia do Sul, em uma Asteraceae assintomatica da vegetacédo espontanea,
Ixeridium dentatum (LEE et al., 2015). O GYSVd-1 e o GYSVd-2 sao os agentes etioldgicos
do salpicado amarelo (yellow speckle), uma doenca caracterizada por pontuacdes ou
pequenas manchas amarelas espalhadas no limbo foliar. A associagcéo destes viroides com
Grapevine fanleaf virus (GFLV), um virus transmitido por nematoides, pode ter um efeito
sinérgico e provocar sintomas mais severos (HAJIZADEH et al., 2015).

Além do GYSVd-1 (FAJARDO et al., 2016), o Citrus exocortis viroid (CEVd) e o Hop
stunt viroid (HSVd) foram descritos em videiras no Brasil (EIRAS et al., 2006a). A presenca
de viroides em videiras nos vinhedos brasileiros € atribuida a introducdo de material
propagativo a partir de outros paises. O controle desses patégenos em videiras em outros
paises, como os Estados Unidos, Australia, Espanha e Italia é baseado em programas de
indexacdo por métodos moleculares e programas de certificacéo fitossanitaria concebidos

para a obtencdo, manutencéo e distribuicdo de material de propagacéo livre de viroide para
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os agricultores. No Brasil, programas de certificacdo fitossanitaria para viroides, séo
aplicados apenas em citros.

A origem dos viroides que infectam videiras no Brasil permanece incerta, e uma vez
gue os viroides encontram-se amplamente disseminados em videiras em outras regifes do
mundo, é possivel que eles também estejam disseminados nos vinhedos brasileiros
(FAJARDO et al, 2016).

3.4. Diagndstico de doengas causadas por virus e viroides em videira

O reconhecimento dos sintomas causados pelos virus pode ser uma tarefa dificil,
uma vez que o0s sintomas podem ser confundidos com deficiéncias ou excessos de
adubacéo ou com sintomas de outros fitopatogenos (GARRIDO et al., 2008). Com o avanco
nos métodos de deteccdo dos virus e agentes subvirais, verificou-se que a maioria das
ocorréncias, desses patdogenos em videira, se manifesta na forma de infec¢cdes multiplas,
sendo este mais um desafio para o diagnéstico e o controle das doencas resultantes.

Atualmente a deteccdo por PCR em tempo real tem sido utilizada para superar as
limitaces apresentadas por outros tipos de ensaios como a indexacdo biolégica, ELISA
e/ou PCR convencional (OSMAN et al., 2008), uma vez que apresenta capacidade de gerar
resultados quantitativos de forma mais rapida e precisa (SAPONARI et al., 2008).

3.5. Transmissao de virus e viroides em videira

A propagacao vegetativa da videira facilita a disseminacdo e favorece a ocorréncia
de doencas complexas pelo acumulo de diferentes espécies virais em uma mesma planta
(MARTELLI, 2012; CATARINO et al., 2015). A transmissao de virus pode ocorrer por meio
da propagacdo vegetativa, insetos vetores e, em alguns casos, mecanicamente. Até o
momento ndo ha comprovacao cientifica da transmisséo de virus por instrumentos usados
no manejo da videira, a exemplo de tesouras de poda (MARTELLI, 2012; BASSO et al.,
2014). Os viroides ndo tém vetores, sendo dependentes da acdo do homem para a sua
transmisséo. Propagacao vegetativa (via enxertia) e transmissdo mecanica sao os principais
modos de transmissdo e disseminacdo dos viroides em videiras (EIRAS et al., 2006b;
FAJARDO et al., 2016). Dentre os vetores de virus em videiras destacam-se as cochonilhas
(Figura 2).
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Figura 2. Cochonilhas que infestam videiras, coletadas em vinhedos do municipio de Sdo Roque/SP.
Fotos: Catia J. M. Moura (2016).

Entre as espécies de cochonilhas-farinhentas (Hemiptera: Pseudococcidae)
relatadas como vetores de virus na cultura da videira, no Brasil, destacam-se:
Pseudococcus maritimus (EHRHORN, 1900), P. longispinus (TARGIONI-TOZZETTI, 1867),
P. viburni (SIGNORET, 1875), Planococcus citri (RISSO, 1813) e P. ficus (SIGNORET,
1875) (FOLDI SORIA, 1989; AFONSO, 2005; KUNIYUKI et al., 2005; KISHINO et al., 2007).
As cochonilhas dessa familia, entretanto, ndo tém sido relatadas como pragas-chave, ou
seja, normalmente ndo causam danos diretos a producdo de uvas destinadas ao
processamento (BOTTON et al., 2003). Os principais prejuizos causados pelas cochonilhas
sdo observados em uvas de mesa da cultivar Italia (Vitis vinifera) onde danificam as bagas
ao favorecerem o aparecimento da fumagina, o que inviabiliza a fruta para o comércio in
natura. Em alguns casos, devido as restricbes quarentenérias, podem impedir a exportacao
(KISHINO et al., 2007). Entretanto, a importancia dessas cochonilhas na cultura da videira
tem aumentado nos ultimos anos, principalmente apds a comprovacgdo da transmissdo do
GLRaV-3 GVA e GVB por essas cochonilhas (ROSCIGLIONE; CASTELLANO, 1985;
CABALEIRO; SEGURA, 1997; CID et al., 2007). No Brasil, esse fato ja foi comprovado para
os virus GLRaV-3 e GVB para Pseudococcus longispinus (TARGIONI-TOZZETTI,1867)
(KUNIYUKI et al., 2005; KUNIYUKI et al., 2006; MORANDI FILHO et al., 2009), sendo que
no caso de P. viburni, somente foi constatada a aquisi¢cao do virus pela cochonilha, faltando
a comprovacao da transmissdo para plantas sadias (AFONSO, 2005). O controle das
cochonilhas-farinhentas tem sido uma pratica pouco realizada pelos viticultores devido ao
desconhecimento da acao vetora e, também, devido ao habito das cochonilhas localizarem-
se nas raizes e/ou sob a casca, o que dificulta a visualizacdo da praga e o contato com
inseticidas (FU et al., 2002). Quando a infestacédo é observada nos cachos, geralmente os
produtores aplicam inseticidas fosforados, os quais, além de apresentarem elevada
toxicidade, sdo pouco seletivos aos inimigos naturais e apresentam grande periodo de
caréncia (BOTTON et al., 2003). Além disso, as pulverizacdes, dependendo da fase em que

séo realizadas, apresentam reduzida eficicia devido a localizacdo da praga no solo, sob o
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ritidoma e/ou no interior dos cachos, limitando o contato com os ingredientes ativos do

inseticida.

3.6. A historia da vitivinicultura em Sdo Roque, Estado de Sao Paulo

No Estado de S&o Paulo, destacam-se dois polos viticolas: um na regido noroeste
(Regional Agricola de Jales) e outro na regido leste (Regionais Agricolas de Campinas,
Itapetininga e Sorocaba). Na regido noroeste de S&o Paulo, a viticultura sofre influéncia do
clima, que se caracteriza por uma estacdo chuvosa de dezembro a marco (com
precipitacdes mensais até superiores a 160 mm) e um periodo com precipitacdes inferiores
a 100 mm mensais entre abril e novembro. As temperaturas sédo elevadas ao longo do ano,
com risco baixo de ocorréncia de geada, viabilizando ciclos vegetativos sucessivos com
manejo adequado envolvendo poda, uso de fitorreguladores para quebra de dorméncia das
gemas e irrigacao (MELLO, 2009; SILVA et al., 2012).

Segundo Romero (2004), entre 1880 e 1950 ocorreu em Sao Paulo um importante
crescimento na producgdo vitivinicola ligado, principalmente, a uma série de inovacdes
técnicas e tecnoldgicas aplicadas ao cultivo da videira e a elaboracdo de vinho. Essa autora
divide a vitivinicultura paulista em dois periodos: (i) 1880-1930; (ii) 1930-1950. No primeiro
periodo (de 1880 a 1930), foram realizadas as primeiras tentativas de cultivar a videira e
elaborar vinho como resultado da atividade de alguns proprietarios particulares. Nesta
época, a maioria das plantacdes situava-se em fazendas e chacaras proximas ao municipio
de Sao Paulo, e sempre como cultivo complementar ou secundario ao café. Estes pioneiros
tiveram uma clara atitude modernizante, mediante a difusao da informacéo técnica que tinha
por objetivo melhorar a produtividade e qualidade dos vinhedos e a elaboragédo dos vinhos
(MATTOS, 1951; ROMERO, 2004). Entretanto nesse primeiro periodo, os vinhedos eram
conduzidos de maneira incorreta e também em locais que nao favoreciam seu
desenvolvimento.

No final do século XIX, ocorreu o surgimento da maioria das pragas e doengas
(filoxera, cochonilhas, ferrugem, dentre outras) que atacavam as videiras e provocavam
importantes danos aos parrerais. Essas dificuldades prejudicaram o desenvolvimento da
vitivinicultura, conduzindo ao abandono de cultivos. Além disso, os vinhos paulistanos
apresentavam alta acidez, se conservavam por pouco tempo, e apresentavam sabor, aroma
e cor pouco atrativos. Geralmente eram misturados com aguardentes e outras bebidas,
muitas vezes até prejudiciais a satde (ROMERO, 2004).

Segundo Romero (2004) a situacdo da vitivinicultura paulista comeca a mudar nas

primeiras décadas do século XX devido a condi¢cBes climaticas e de relevo, mudancas
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sociais com o fim da escraviddo, politicas de migracao e colonizacdo levadas a cabo pelo
governo estadual, politicas econémicas favorecedoras do café, possibilidades da
diversificacdo agricola a partir de 1930 e o papel da pesquisa e da assisténcia agricola por
parte dos 6rgaos estatais.

Romero (2004) destaca que houve influéncia do governo federal e estadual para o
desenvolvimento da vitivinicultura, com a criagdo da Imperial Escola Agrondmica de
Campinas, que deu origem ao Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Neste sentido,
foram de grande importancia as atividades desenvolvidas pelas Esta¢cdes Experimentais de
Jundiai e Sdo Roque, pertencentes ao Instituto Agronémico de Campinas da Secretaria de
Agricultura do Estado, que apoiou diversos projetos de fomento a pesquisa. Os estudos
desenvolvidos por esses centros de pesquisa também ajudaram a identificar os principais
problemas para a elaborag&o do vinho que, de maneira geral, incluiam desde a escolha das
cultivares de uvas até o engarrafamento. Inglez de Souza (1996) considera que o
surgimento da vitivinicultura no estado de Sao Paulo também se deve a dois elementos: a
introducéo de videiras americanas e a presenca do imigrante italiano.

A imigracgéo italiana se concentrou nas regifes de Jundiai, Rocinha (posteriormente
Vinhedo) e S&o Roque. Esses imigrantes influenciaram para que, entre 1920 e 1950, a
distribuicdo geogréfica dos vinhedos mudasse da capital paulista e passassem a se
concentrar em Jundiai e Sdo Roque.

De acordo com Inglez de Souza (1996), nas adjacéncias da capital paulista (Mogi
das Cruzes, Sao Roque e Jundiai), o colono italiano passou de cafeicultor a viticultor, dando
inicio a viticultura moderna do estado de S&o Paulo. Na visdo desse autor praticamente toda
a viticultura paulista, até a década de 1960, estava contida em um poligono que tinha seus
vértices marcados pelas cidades de Mogi das Cruzes, lbilna, Sdo Roque, Cabrelva,
Valinhos, Morungaba e Braganga Paulista. Dentre 0s municipios que se destacam como
importantes centros produtores de uva estdo Jundiai, Louveira, Vinhedo, Itatiba, Jarinu,
Atibaia, Itupeva, Campo Limpo Paulista, Indaiatuba, Itaquera e Poa.

Entretanto, a partir do final da década de 1970, varios fatores como a baixa
produtividade e a especulacdo imobiliaria, fizeram com que apenas 14 das 116 vinicolas
existentes na época em S&o Roque, permanecessem na atividade (OLIVEIRA, 2004). Os
parreirais existentes no municipio deram lugar a loteamentos, sitios e chacaras, retirando da
cidade sua principal identidade. Cobello (2007) afirma que durante as décadas de 1980 e
1990 o cultivo da uva e a producédo do vinho passaram por um periodo de decadéncia em
S0 Roque, conhecida como “a terra do vinho paulista”.

Segundo Verdi (2007), em seu trabalho de pesquisa sobre a revitalizacdo da cadeia
vitivinicola paulista, o estado de Sao Paulo apresenta decréscimos, tanto de producao de

uva para a inddstria, quanto no numero de vinicolas. A autora destaca que este decréscimo
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ocorreu, mesmo com a expansdo do mercado/consumidor e dos incentivos de recentes
acdes dos governos federal e estadual em relacdo a producdo de vinho. Entretanto as
perspectivas sdo positivas para Sdo Paulo em razdo da projecdo da vitivinicultura brasileira.
Verdi (2007) menciona que, o governo do Estado de S&o Paulo por meio da Secretaria da
Agricultura e Abastecimento e o Instituto Paulista de Vitivinicultura, estdo implementando
fomento ao desenvolvimento do setor. Este projeto implementado visa especificamente a
regido de S&o Roque, “Revitalizacdo da Cadeia Vitivinicola Paulista: competitividade,
governanca e sustentabilidade”. A coordenacgao do projeto é feita pelo Instituto de Economia
Agricola (IEA), e conforme Verdi (2007) possui parceria com varios outros érgaos publicos.
Cobello (2007) afirma ainda que com a criagao em 2006 do “Roteiro do Vinho, Gastronomia
e Lazer”, que inclui a “Estrada do Vinho”, o resgate da identidade cultural do municipio esta
ocorrendo, por exemplo, com o enoturismo. A procura por novos destinos turisticos no
espaco rural proporcionaram as vinicolas e as atividades complementares existentes na
Estrada do Vinho, uma nova oportunidade de desenvolvimento. Uma estratégia logistica em
desenvolvimento na regido é a utilizagdo de uvas viniferas na produgdo de vinho, uma vez
gue, até entdo, a producéo de vinhos em S&o Roque era baseada em uvas néo viniferas,
resultando nos “vinhos de mesa”. Esta estratégia objetiva a produgdo de vinhos
denominados “vinhos finos” o que conforme Cobello (2010) estende o enoturismo para uma
populagdo que aprecia preferencialmente este produto.

Considerando que a viticultura é marcada pela producéo familiar, a proposta de
embasar politicas publicas voltadas para a revitalizacdo da cadeia vitivinicola remete a um
importante significado social, na medida em que pretende promover condicbes de
sustentabilidade a uma significativa parcela de pequenos produtores, altamente
especializados (SCHIRIGATTI et al., 2010). Além disso, pode contribuir para manter uma
tradicdo que contribui com outros setores da economia, sobretudo o turismo (VERDI, 2007).

Observa-se na Figura 3 os complexos enoturisticos, na Figura 4, os parreirais do
municipio de Sao Roque, SP, e, na Figura 5, o mapa do estado de Sdo Paulo com a

localizagdo do municipio de Sdo Roque, SP.
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Figura 3. Vistas de alguns complexos enoturisticos do municipio de Sdo Roque, SP. A - Vinicola
Bella Quinta, B - Vinicola Palmeiras, C - Vinicola Goes, D - Vinhos Canguera, E- Vinhos Bella Aurora.
Fotos: Catia J. M. Moura (2016).

Figura 4. Parreirais tipicos no municipio de S&o Roque, SP. A — Fazenda Jubair, B - Sitio
Pessegueiro, C - Sitio Canguera, D - Sitio Abacai, E - Sitio Boa Esperanga, F - Sitio Pessegueiro.
Fotos: Cétia J. M. Moura (2016).
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Figura 5. Mapa do estado de Sdo Paulo, destacando a localizagdo do municipio de Sdo Roque.

Fonte: IBGE - Dados 2012.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta dos isolados virais

21

Em 2015 e 2016 foram realizadas visitas aos produtores de uva e vinho do municipio

de Sdo Roque, no estado de Sao Paulo, ocasido em que foram realizadas entrevistas com

os produtores viticolas (2015) e coletas de amostras de materiais vegetais com suspeita de

infecgBes por virus e viroides (2016). As amostras foram coletadas em nove vinhedos que

utilizavam diferentes cultivares de videiras (Tabela 2).

Tabela 2. Propriedades amostradas no municipio de S&o Roque, SP e numero de amostras

coletadas em cada local.

Propriedades amostradas

N° amostras coletadas

Chécara Flores 4
Fazenda Cinzano 28
Fazenda Jubair 43
Sitio Abacai 8
Sitio Agua Branca 4
Sitio Boa Esperanca 6
Sitio Canguera 2
Sitio Pessegueiro 22
Sitio XV de Novembro 2
Total 119
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Folhas sintomaticas e assintomaticas (Figura 6) e ramos de 119 videiras de 32

cultivares (Tabela 3) foram coletados em nove vinhedos do municipio de S&o Roque, Estado

de Sao Paulo, Brasil, durante o verdao de 2016. As cultivares de uva amostrada foram: V.

vinifera (Alfrocheiro, Alicante, Alvarinho, Aragonés, Arinto D'ouro, Cabernet Franc, C.

Sauvignon, Chardonnay, Ferndo Dias, Malbec, Marselan, Moscato Setubal, Pinot Noir,

Pinotage, Rebo, Sauvignon Blanc, Syrah, Tinta C&o, Tinta Roriz, Touriga Nacional,

Verdelho), V. labrusca (Bordd, Bordé Grano D'oro, Concord, Isabel, Niagara Branca, N.

Rosada) e hibridos (cultivares BRS: Carmem, Isis, Lorena, Margot, Violeta).

Tabela 3. Cultivares de videira e amostras por propriedade coletadas no Municipio de Sao Roque,

SP.

CULTIVARES

N° DE AMOSTRAS

Alfrocheiro

3

Alicante

Alvarinho

Aragonés

Arinto Douro

Bordd

Bordo Grano D’oro

BRS Carmem

BRS Isis

BRS Lorena

BRS Margot

BRS Violeta

Cabernet Franc

Cabernet Sauvignon

Chardonnay

Concord

NININBINBIDNOBRNINBAIDN W BN

Fernao Dias

Isabel

[EnY
o

Malbec

N

Marselan

N

Moscato Setubal

w

Niagara Branca

[EY
N

Niagara Rosada

Pinot Noir

Pinotage

Rebo

Sauvignhon Blanc

Syrah

Tinta Cao

Tinta Roriz

Touriga Nacional

Verdelho

NN W N BDNDNR_OD

Total

119
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104 28

Figura 6. Folhas com sintomas de viroses ou semelhante a virose e folhas assintomaticas coletadas
nos vinhedos amostrados. Fotos: Catia J. M. Moura (2016).

4.2. Extracdo de RNA total

As extragbes de RNA total das amostras coletadas foram efetuadas utilizando o
método de adsorcdo de acidos nucléicos em particulas de silica (ROTT & JELKMANN,
2001). Utilizou-se 1 g de peciolos ou nervuras das folhas, ou, ainda, raspas do lenho de
ramos maduros, que foram macerados em nitrogénio liquido. Apdés a trituracdo do tecido
vegetal, adicionou-se tampao de extracdo, composto por tiocianato de guanidina 4M. A
precipitagdo do acido nucléico foi realizada com 150 L de etanol absoluto, 300 yL de iodeto
de sddio 6 M e 25 L de silica (60 g de silica, Sigma S5631, em 500 mL de agua livre de
RNAse) e o sedimento, pés centrifugacao, foi ressuspendido em 150 yL de agua livre de
RNAse. A qualidade do RNA total extraido foi avaliada utilizando-se oligonucleotideos e
sonda especificos para o rRNA 18S (OSMAN et al., 2007).
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4.3. Deteccdo por RT-PCR em tempo real (RT-gPCR TagMan)

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Virologia Vegetal da Embrapa Uva e
Vinho (Bento Gongalves, RS).

Em todas as andlises realizadas por RT-PCR em tempo real (RT-gPCR), agua livre
de RNAse, RNAs extraidos de videiras comprovadamente sadias e controles positivos foram
incluidos. ReacBes de RT-PCR em tempo real foram realizadas em placas de 96 pocos
utilizando o kit TagMan Fast Virus-1 One-Step Master Mix (Life Technologies): 3 ul de 4X
TagMan Fast Virus One-Step Master Mix, 0,6 ul da mistura de oligonucleotideos e sonda
(415 nM de oligonucleotideos e 85 nM de sonda), 3 ul de RNA total (cerca de 300 ng)
ajustando o volume final para 12 pul. As reacbes foram realizadas em termociclador
StepOnePlus Real-time PCR System (Applied Biosystems) como segue: 45 °C por 35
minutos (para a transcri¢cdo reversa), 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15
s (desnaturacdo) e 60 °C por 1 min (pareamento e extensdo). Os dados da reacdo foram
analisados como ensaios de presenca/auséncia e graficamente, com o auxilio do StepOne
Software v.2.3 (Applied Biosystems), determinando-se o Cq (ciclo de quantificacdo). Os
oligonucleotideos e sondas utilizados nas deteccdes de virus e viroide por RT-PCR em
tempo real, foram anteriormente descritos (OSMAN & ROWHANI, 2008; OSMAN et al.,
2007; OSMAN et al., 2008; BIANCHI et al., 2015) ou definidos neste trabalho para GCSV,
iniciadores Ctg 468F (5'ACGTTGGATCAACTAGCCGAAG3') (AL RWAHNIH et al., 2015) e
GCSV-CS103r  (5'ACCCATGTAAATTACACGCCTTC3) e sonda GCSV-CS103
(5'TGCTCCTATGTTCGTTATGCCATGS'). Todas as sondas foram marcadas com 6-FAM ou
VIC e TAMRA nas extremidades 5 'e 3', respectivamente.

Os oligonucleotideos e sondas utilizados na RT-gPCR estao listadas na tabela 4.



Tabela 4. Oligonucleotideos e sondas utilizados para a detec¢éo de virus e viroide em videira por RT-PCR em tempo real (TagMan).

Tamanho

Virus Ollgon:(;:rl]eaoaudeo € Ellggijogg(;gr/ Orqlggta Gene alvo Sequéncia do oligonucleotideo (5'-3") pr?dd(;u)to Referéncia
p
GRSPaVv RSPaV-52 F1 - F CP AGACGGGAATACCACCAGCTAA 78 Osman & Rowhani (2008)
RSPaV-52 F2 - F AGACGGGAATTCCACCCGCTAA
RSPaV-52 F3 - F AGACGGGGATACCACCAGCTAA
RSPaV-130 R1 - R AGGAAGAAGTCAAAGGCTGCAA
RSPaV-130 R2 ---- R AAGAAAAAATCAAAGGCTGCAA
RSPaV-75 P1 VIC /| TAMRA P TGGGCCAAGAAAGGATTTAATGAGAATGAAAAG
RSPaV-75 P2 VIC /| TAMRA P TGGGCCAAGAAAGGGTTTAATGAGAATGAAAAA
RSPaV-75 P3 VIC /| TAMRA P TGGGCCAAGAAGGGATTTAATGAAAATGAGAAA
GVA GVA-77 F1 ---- F CP CGACCGAAATATGTACCTGAATACTC 115 Osman & Rowhani (2008)
GVA-77 F2 - F CGACCGAACTATGTACCTGAATACTC
GVA-192 R1 ---- R TTTGCTAGCTTTAGGACCTACTATATCTACCT
GVA-192 R2 - R CTTGCTAGCCTTAGGTCCTACTATATCTACCT
GVA-104 P VIC /| TAMRA P CTTCGGGTACATCGCCTTGGTCGG
GVB GVB-92 F1 ---- F CP CTAGGAGTGCGGCTAAACGAA 110 Osman & Rowhani (2008)
GVB-92 F2 - F GGAGTGCGGCCAAACGA
GVB-92 F3 ---- F CAAGGAGTGCGGCTAAACGAA
GVB-202 R1 ---- R CCTTAACCTCGTCCTGTGATATGGT
GVB-202 R2 ---- R CCTTCACCTCATCYTGGGATCGTGT
GVB-119 P1 6-FAM /| TAMRA P CTCGTTATGGTCGCTGTTACTGTTGTGGTAG
GVB-119 P2 6-FAM /| TAMRA P ACCGTTACGGCCGTTGTTACTGTTGTGGTAG
GLRaVv-3 GLRaV-356 F ---- F HSP70 AAGTGCTCTAGTTAAGGTCAGGAGTGA 254 Osman & Rowhani (2006);
GLRaV-3285R —- R GTATTGGACTACCTTTCGGGAAAAT Osman et al. (2007)
GLRaV-3181 P VIC /| TAMRA P CAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGGACA
GFkV Fleck 239 F F RdRP CAACATCGAATGCCAATTTGG 89 Osman et al. (2008)
Fleck 328 R ---- R GCCAGGCTGTAGTCGGTGTTGT
Fleck 261 P1 6-FAM /| TAMRA P CCTCTCACGTGCATGCGCATC
Fleck 261 P2 6-FAM /| TAMRA P CCTCTCACGTGCATGCGGATC
Fleck 261 P3 6-FAM /| TAMRA P CCTCTGACGTGCATGCGCATC
18S rRNA 18S rRNA 449 F ---- F 18S rRNA GTGACGGAGAATTAGGGTTCGA 70 Osman et al. (2007)
18S rRNA 498 R - R CTGCCTTCCTTGGATGTGGTA
18S rRNA 475 P 6-FAM / TAMRA P CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGG
GLRaVv-1 LR1 HSP70-149 F - F ACCTGGTTGAACGAGATCGCTT 145
LRL HSP70-293 R R HSP70 I GTAAACGGGTGTTCTTCAATTCTCT
LR1 HSP70-225 P 6-FAM /| TAMRA P ACGAGATATCTGTGGACGGA Osman et al. (2007); Klaassen et al.
LR1-149 f2 --- F ACTTGGTTGAACGAGATTGCTT (2011)
LR1-149 {3 - F ACCTGGTTGAATGAGATCGCTT
LR1-225 p2 6-FAM / TAMRA P ACGAGATATCAGTGGACGGA
Ctg 468F F componente | ACGTTGGATCAACTAGCCGAAG 103 | Al Rwahnih et al. (2015); Moura et al.
GCSV GCSV-CS103r - R 4 do dsRNA ACCCATGTAAATTACACGCCTTC (2017)

25
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GCSV-CS103 probe 6-FAM / TAMRA P viral TGCTCCTATGTTCGTTATGCCATG
GSyV-1PozF — F CTCAGCCTTCTCTGCCTCTG
GSyV-1PozR ---- R gene da TCAACGGTGAAGATGGTGGA 121
GSyV-1 GSyV-1PozP probe 6-FAM / TAMRA P poliproteina CCCTTCCAATGGGTCGCACTTGTT Bianchi et al. (2015)
GYSVd-1 PozFa — F GTGGTTCCTGTGGTTTCACC
GYSVd-1 PozFb ---- F GTGGTTCCTGTGGTTACACC 126
GYSVd-1 PozR ---- R GACGTCGACCAGCTCAGG
GYSvd-1 GYSVd-1P probe 6-FAM / TAMRA P RNA viroidal | AGAAGAAGATAGGGGCAGAGGGG Bianchi et al. (2015)

Legenda: F (forward, viral), R (reverso, complementar), P (probe, sonda), CP (coat protein, proteina capsidial), RdRp (polimerase de RNA dependente de RNA).
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4.4, Deteccéao por RT-PCR convencional

Visando-se comparar as técnicas de RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) e RT-PCR
convencional na deteccdo de GSyV-1 e GLRaV-3, dezessete amostras, selecionadas
aleatoriamente dentre aquelas previamente determinadas positivas para GSyV-1 ou GLRaV-
3 por RT-gPCR, foram analisadas por RT-PCR convencional utilizando iniciadores
especificos para amplificar estes dois virus.

Para caracterizacdo molecular do gene da proteina capsidial (CP), cinco (GSyV-1) e
seis (GLRaV-3) isolados detectados foram selecionados dentre as plantas infectadas.
Também, outros trés isolados de GSyV-1, coletados em Bento Gongalves, regidao Sul do
Brasil, foram molecularmente caracterizados para comparacdo entre isolados de regides
diferentes. Os pares de iniciadores utilizados para amplificar o GSyV-1 por One-Step RT-
PCR foram GVQCP-R (5'GCATTGCTGCGCATTGGAGG3)) e GVQCP-F
(5'TCCCAGCTTCAGGGTGAATT3) (ENGEL et al.,, 2010) e para amplificar o GLRaV-3
foram LR3-9445c¢c (5'CTACTTCTTTTGCAATAGTT3) e LR3-8504v
(5'ATGGCATTTGAACTGAAATT3) (FAJARDO et al.,, 2007), complementares e virais,
respectivamente. A RT-PCR em etapa Unica foi realizada utilizando o kit One-Step RT-PCR
(Qiagen) e as reagOes foram realizadas de acordo com o fabricante, com 4 pl de RNA total
(cerca de 400 mg) e volume final da reagdo de 20 pl. Os ciclos de amplificagdo foram
constituidos por: 50 °C por 30 min, 95 °C por 15 minutos, 35 ciclos: 94 °C por 50 s, 50 °C
por 50 s, 72 °C por 1 min, e uma extensao final de 72 °C por 10 min. Os produtos da RT-
PCR foram analisados em géis de agarose a 1,2% preparado com tampédo TBE pH 8,0, e
visualizados na presenca de brometo de etideo sob luz UV. As bandas de DNA de tamanho
esperado foram recortadas dos géis e o DNA eluido utilizando-se o kit Wizard SV Gel e PCR
Clean-Up System (Promega).

4.5. Clonagem e selecédo de clones recombinantes

Os fragmentos de DNA eluidos foram ligados ao vetor pPGEM-T Easy (Promega). O
produto das reacgfes de ligacao foi utilizado para a transformagéo de células competentes de
Escherichia coli DH5a por choque térmico. Os plasmideos recombinantes de colbnias
bacterianas transformadas foram extraidos utilizando o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega). A presenca do fragmento de DNA viral clonado em
plasmideos recombinantes foi confirmada por digestdo com a enzima de restricdo EcoRI
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001). O sequenciamento automatico de nucleotideos pelo

método de Sanger foi realizado em dois clones por isolado.



28

4.6. Estudo de homologia de sequéncias

Os alinhamentos de sequéncias de nucleotideos (nt) e aminoacidos deduzidos (aad)
e a geracdo da matriz de identidades de nt e aad foram realizados com auxiliado dos
programas Clustal X 1.8 (THOMPSON et al.,, 1997) e BioEdit 7.2.5 (HALL, 1999). As
sequéncias obtidas para GSyV-1 foram alinhadas com o isolado de GSyV-1 (GenBank
NC _012484) e com outras sequéncias do gene da proteina capsidial (CP) disponiveis no
GenBank. Da mesma forma, comparou-se as sequéncias CP obtidas para o GLRaV-3 com o
isolado de GLRaV-3 (NC_004667) e outros 13 isolados de GLRaV-3, selecionados dentre
isolados com genoma completo disponiveis no GenBank, além de seis isolados brasileiros
previamente caracterizados. Utilizou-se o programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013) para
as analises filogenéticas. Os cédigos de acesso no GenBank das sequéncias de
nucleotideos dos isolados obtidos neste trabalho e utilizados para, a analise filogenética sdo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Informagfes sobre os isolados de GSyV-1 e GLRaV-3 coletados em S&o Roque (SP) e
caracterizados neste trabalho.

. Fragmentos de DNA Cultivar (espécie e amostra de .
Virus o o Nome do isolado
amplificados por RT-PCR videira)
Rebo
GSyV-1 723 bp (CP completa, 627 bp) o REB-BR
(V. vinifera, amostra 19)
BRS Margot
GSyV-1 723 bp (CP completa, 627 bp) MAR-BR

(hibrido, amostra 38)

Touriga Nacional
GSyV-1 723 bp (CP completa, 627 bp) o TR1-BR
(V. vinifera, amostra 68)

Touriga Nacional
GSyV-1 723 bp (CP completa, 627 bp) o TR2-BR
(V. vinifera, amostra 81)

Alfrocheiro
GSyV-1 723 bp (CP completa, 627 bp) o ALF-BR
(V. vinifera, amostra 118)

@ Vitis flexuosa
GSyV-1 723 bp (CP completa, 627 bp) o VF-BR
(videira selvagem, amostra 2M-BG)

* Moscato de Hamburgo
GSyV-1 723 bp (CP completa, 627 bp) o MH
(V. vinifera, amostra 6-BG)

® Trajadura
GSyVv-1 723 bp (CP completa, 627 bp) o TRAJ-BR
(V. vinifera, amostra 18-BG)

Niagara Rosada
GLRaV-3 942 bp (CP completa) NR-BR
(V. labrusca, amostra 5)

BRS Margot
GLRaV-3 942 bp (CP completa) . MARG-BR
(hibrido, amostra 37)
Chardonnay
GLRaV-3 942 bp (CP completa) CH-BR

(V. vinifera, amostra 48)

Touriga Nacional
GLRaV-3 942 bp (CP completa) o TN-BR
(V. vinifera, amostra 82)

GLRaV-3 942 bp (CP completa) BRS Violeta VI-BR
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(hibrido, amostra 100)

Moscato Setubal
GLRaV-3 942 bp (CP completa) N MS-BR
(V. vinifera, amostra 119)

Legenda: (*) Amostras coletadas em Bento Gongalves, RS.

As relacgOes filogenéticas foram determinadas a partir do alinhamento multiplo das
sequéncias utilizando-se 0 método maxima parcimonia (10.000 replica¢des de bootstrap) no
programa MEGA 6.0. A massa molecular das proteinas capsidiais dos virus GSyV-1 e
GLRaV-3 foram calculadas utilizando-se o software ExPASY (http://web.expasy.org/compute

pil).

4.7. Deteccéo viral por RT-PCR em tempo real em possiveis vetores

Vinte e oito amostras, sendo constituidas por cochonilhas de carapaca (11 amostras)
e cochonilhas farinhentas (17 amostras), foram coletadas nos vinhedos amostrados para
tecidos vegetais em Sdo Roque (SP) e depois testadas para a presenca de GLRaV-1,
GLRaV-3, GVA e GVB por RT-gPCR. As espécies de cochonilhas coletadas foram
identificadas por Vitor C. P. da Silva, como sendo: Partenolecanium spp, familia Coccidae e
Pseudococcus longispinus (Targioni-Tozzetti) e Planococcus citri (Risso), familia
Pseudococcidae. A extragdo do RNA total foi realizada com o reagente TRIzol (Invitrogen),
conforme as instrugbes do fabricante. As amostras extraidas foram compostas de 6 a 8
insetos adultos ou ninfas em diferentes estadios de desenvolvimento, maceradas em
tampéo de extracdo [0,5 M Tris-HCI, pH 8,3, 0,14 M NacCl, 2% PVP-40 (p/v), 0,05% Tween
20 (v/v)] e homogeneizadas em TRIzol. Foram utilizados cloroférmio e é&lcool isopropilico
para a separacdo das fases por centrifugacéo, coletando-se, a seguir, 0 RNAt contido na
fase aquosa. O sedimento final seco foi ressuspendido em agua autoclavada. Em seguida,
realizou-se as reac¢des RT-gPCR conforme descrito anteriormente.

Como controles negativos e positivos, utilizou-se RNA total foi extraido de
cochonilhas criadas em laboratorio, livres de virus, e cochonilhas viruliferas, mantidas em

videiras infectadas com virus em casa de vegetagao, respectivamente.

4.8. Aplicacdo de questionarios aos produtores viticolas

Foi aplicado um questionario (Apéndice) a treze dos quatorze produtores de uva e
vinho atualmente em atividade em S&o Roque, SP. Os vinhedos foram analisados quanto ao
histérico da uva e vinho no municipio, tipo de cultivo (convencional ou orgéanico) e praticas

para 0 manejo de pragas. As entrevistas foram realizadas com o0s responsaveis pelas
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seguintes propriedades: Chacara das Flores, Fazenda Cinzano, Fazenda Jubair, Sitio
Abacai, Sitio Agua Branca, Sitio Boa Esperanca, Sitio Canguera, Sitio Pessegueiro, Sitio XV
de Novembro, Vinicola Bella Aurora, Vinhos Santa Terezinha e Quinta dos Guimarées,
Vinhos Palmeiras, Vinhos Frank e Vinhos Sabbatini. O responsével por uma das quatorze
propriedades vitivinicolas do municipio (Vinhos Quinta do Nino) ndo concedeu entrevista. A
localizacdo das 14 propriedades esté indicada na Figura 7.

Figura 7. Vista geral das propriedades vitivinicolas do municipio de Sao Roque, com identificacéo
das propriedades conforme numeracdo na imagem: 1 - Chacara das Flores, 2 - Fazenda Jubair e
Cinzano, 3 - Sitio Abagai, 4 - Sitio Agua Branca, 5 - Sitio Boa Esperanca, 6 - Sitio Canguera, 7 - Sitio
Pessegueiro, 8 - Sitio XV de Novembro, 9 - Vinicola Bella Aurora, 10 - Vinhos Santa Terezinha e
Quinta dos Guimaraes, 11 - Vinhos Palmeiras, 12 - Vinhos Frank, 13 - Chacara Sabbatini, 14 - Vinhos
Quinta do Nino. Os pontos vermelhos a estrada do vinho.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao e avaliacdo da qualidade do RNA total

A integridade do RNA total extraido das videiras indexadas foi avaliada por meio de
RT-PCR em tempo real (Figura 8). Conforme se observa nesta figura, é possivel inferir, de

forma indireta, a partir dos resultados das amplificacbes, que as extracbes realizadas
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resultaram em RNA total com qualidade em relacdo a integridade e a pureza. Isto permite
supor que as indexacdes virais por RT-PCR em tempo real, utilizando-se as mesmas
extracdes de RNAL, resultaram em deteccgdes confiaveis e precisas.

Amplification Plot
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Figura 8. Curvas de amplificacdo do 18S rRNA, onde é possivel comprovar indiretamente a
integridade e a qualidade do RNA total extraido de amostras de videira coletadas em S&o Roque, SP.

5.2. Deteccgéo viral em reagado unica por RT-PCR em tempo real (RT-gPCR)

Os virus e viroide que infectam videiras no municipio de S&o Roque eram
desconhecidos, e o conhecimento do estado fitossanitario de uma cultura em uma regido
especifica é o primeiro passo para se propor estratégias de manejo e praticas de controle.
Por conseguinte, 119 amostras de videira, testadas por RT-PCR em tempo real revelaram
um nivel elevado e variado de infec¢des virais e viroidal nas amostras analisadas: 0%
(GCSV), 15,1% (GSyV-1), 27,7% (GVB), 61,3% (GRSPaV), 62,1 % (GVA), 64,7% (GLRaV-
3), 76,4% (GFkV) e 65,5% (GYSVd-1) (Figura 9). Os resultados demonstraram haver
frequente ocorréncia de infecgbes mualtiplas, com somente 10,9% de amostras
aparentemente sadias (ou seja, pelo menos, estariam livres dos oito agentes patogénicos
avaliados), 7,6% infectadas com apenas um agente patogénico, e a grande maioria, 81,5%,
infectada com dois ou mais virus e ou viroide. A infeccdo média das amostras considerando-

se 0s oito patégenos, foi de 46,6%.
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Figura 9. Representacéo grafica da incidéncia (em % de infeccdo) para sete espécies virais e um
viroide, em 119 amostras de videiras coletadas no municipio de Sdo Roque, SP, em 2016, e
avaliadas por RT-PCR em tempo real (amostras infectadas/amostras analisadas).

Na tentativa de estabelecer hipoteses para os resultados obtidos da indexacgéo viral
por RT-qPCR (Tabela 6) é possivel analisar a situagdo apresentada por duas amostras da
cv. BRS Margot (enxertadas no porta-enxerto cv. IAC 766, plantio em agosto/2008) da
Fazenda Jubair e de duas amostras/cada das cvs Ferndo Dias e Touriga Nacional
(enxertadas na cv. P1103, plantios em agosto/2013) da Fazenda Cinzano, pois todos estes
materiais apresentaram alta taxa de infeccdo (5-6 virus e/ou um viroide). Estes materiais,
segundo relato dos produtores, teriam a mesma origem, ou seja, foram adquiridos na forma
de mudas enxertadas de raiz nua do mesmo viveiro (registrado) que comercializa mudas de
videira. O fato dessas mudas ter origem comum poderia sugerir que a infecgéo viral maltipla
tivesse se originado na fonte do material propagativo, utilizada para a produgédo das mudas.

Em relacdo a duas amostras da cv. Pinotage da Fazenda Jubair (enxertadas na cv.
S04, plantio em agosto/2015) e de duas amostras da cv. Pinot Noir da Chacara Flores
(enxertadas em P1103 e com mesma data de plantio) ndo foram observadas infeccbes com
0s patdgenos testados. Segundo os produtores dessas cultivares, também neste caso, ha
uma origem comum das mudas que foram adquiridas em um municipio da Serra Gaucha.
Assim, nesta situacao, também seria possivel levantar a hipétese do efeito da origem/fonte
comum do material propagativo (muda) adquirido pelos produtores. Além desse fator
especifico, outros podem ter influenciado as taxas de infeccao viral que foram determinadas

(Tabela 6) tais como, idade do plantio, presenca de vetores (principalmente cochonilhas),
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presenca de fonte de in6culo viral (vinhedo antigo infectado) proxima ao vinhedo novo,

dentre outros.

Tabela 6. Resultado da indexacgéo viral por RT-qPCR para sete virus e um viroide em 119 amostras

de videira coletadas no municipio de Sao Roque, SP.

S, Cultivar Local de coleta | GRSPaV| GYSVd-1| GVB | GSyV-1|GCSV | GLRav-3| GVA | GFkV | .- fg‘;gges
1 Isabel Sitio Boa Esperanca + + + _ _ + + + >2
2 Isabel Sitio Boa Esperanca _ + + _ _ + + + 22
3 Niagara Branca Sitio Boa Esperanga _ + + _ _ + + + >2
4 Niagara Branca Sitio Boa Esperanga _ _ _ _ _ + + + >2
5 Niagara Rosada Sitio Boa Esperanga + + + _ _ + + + >2
6 Niagara Rosada Sitio Boa Esperanga + + + _ _ + + + >2
7 Cabernet Sauvignon Fazenda Jubair + + _ + _ + + + >2

Cabernet Sauvignon Fazenda Jubair + + _ + _ _ _ + >2
9 Pinot Noir Fazenda Jubair + + _ _ _ _ _ _ >2
10 Pinot Noir Fazenda Jubair _ _ _ _ _ _ _ + 1
11 Niagara Branca Fazenda Jubair + _ _ _ _ + + + >2
12 Niagara Branca Fazenda Jubair + + _ _ _ + + + >2
13 Niagara Rosada Fazenda Jubair _ + + _ _ + + + >2
14 Niagara Rosada Fazenda Jubair _ _ + _ _ + + _ >2
15 Malbec Fazenda Jubair _ _ _ _ _ _ _ _ 0
16 Malbec Fazenda Jubair + _ _ _ _ + + + >2
17 Pinotage Fazenda Jubair _ _ _ _ _ _ _ _ 0
18 Pinotage Fazenda Jubair _ _ _ _ _ _ _ _ 0
19 Rebo Fazenda Jubair + + _ + _ + + + >2
20 Rebo Fazenda Jubair _ + _ _ _ B B B 1
21 Alicante Fazenda Jubair _ _ _ _ _ _ + + >2
22 Alicante Fazenda Jubair _ _ _ _ _ _ + + >2
23 Alvarinho Fazenda Jubair + + _ _ _ + + + >2
24 Alvarinho Fazenda Jubair + _ _ _ _ _ _ _ 1
25 Isabel Fazenda Jubair + _ _ _ _ _ _ _ 1
26 Isabel Fazenda Jubair + + _ _ _ + + + >2
27 BRS Lorena Fazenda Jubair + _ + + _ + + + >2
28 BRS Lorena Fazenda Jubair + + + _ _ + + + >2
29 BRS Violeta Fazenda Jubair + + _ _ _ + + + >2
30 BRS Violeta Fazenda Jubair _ + _ _ _ + + + >2
31 Bordo Grano D’oro Fazenda Jubair + + + _ _ + + + >2
32 Bor%QO?gano Fazenda Jubair + + + _ _ + + + 22
33 Sauvignon Blanc Fazenda Jubair + _ _ _ _ _ + + 22
34 Sauvignon Blanc Fazenda Jubair + + _ _ _ _ _ _ 22
35 BRS Carmem Fazenda Jubair _ _ _ _ _ + + _ 22
36 BRS Carmem Fazenda Jubair _ _ _ _ _ + + + >2
37 BRS Margot Fazenda Jubair + + + _ _ + + + >2
38 BRS Margot Fazenda Jubair + + + + + + + >2
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39 Concord Fazenda Jubair 22
40 Concord Fazenda Jubair 22
41 Syrah Fazenda Jubair 22
42 Syrah Fazenda Jubair 22
43 Marselan Fazenda Jubair 1
44 Marselan Fazenda Jubair 22
45 Cabernet Franc Fazenda Jubair 22
46 Cabernet Franc Fazenda Jubair 22
47 Chardonnay Fazenda Jubair 22
48 Chardonnay Fazenda Jubair 22
49 Niagara Branca Sitio Agua Branca 22
50 Niagara Branca Sitio Agua Branca 22
51 Isabel Sitio Agua Branca 22
52 Isabel Sitio Agua Branca 22
53 Verdelho Fazenda Cinzano 22
54 Verdelho Fazenda Cinzano 22
55 Fern&o Dias Fazenda Cinzano 22
56 Fern&o Dias Fazenda Cinzano 22
57 Alvarinho Fazenda Cinzano 22
58 Alvarinho Fazenda Cinzano 22
59 Arinto Douro Fazenda Cinzano 22
60 Arinto Douro Fazenda Cinzano 22
61 Moscato Setubal Fazenda Cinzano 22
62 Moscato Setubal Fazenda Cinzano 0
63 Alfrocheiro Fazenda Cinzano 22
64 Alfrocheiro Fazenda Cinzano 22
65 Aragonés Fazenda Cinzano 22
66 Aragonés Fazenda Cinzano 22
67 Touriga Nacional Fazenda Cinzano 22
68 Touriga Nacional Fazenda Cinzano 22
69 Tinta Céo Fazenda Cinzano 22
70 Tinta Céo Fazenda Cinzano 22
71 BRS Lorena Fazenda Cinzano 22
72 BRS Lorena Fazenda Cinzano 22
73 Cabernet Franc Fazenda Cinzano 22
74 Cabernet Franc Fazenda Cinzano 0
75 Cabernet Sauvignon Fazenda Cinzano 1
76 Cabernet Sauvignon Fazenda Cinzano 0
7 Bordd Sitio XV de Novembro 22
78 Bordd Sitio XV de Novembro 22
79 Niagara Branca Sitio Canguera 22
80 Niagara Branca Sitio Canguera 22
81 Touriga Nacional Sitio Abagcai 22
82 Touriga Nacional Sitio Abacai 22
83 BRS Lorena Sitio Abagcai 22
84 BRS Lorena Sitio Abagcai 22
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85 Niagara Branca Sitio Abagcai + + _ _ _ + + + 22
86 Niagara Branca Sitio Abagcai + + _ _ _ + + + 22
87 Isabel Sitio Abagcai _ + _ _ _ + + + 22
88 Isabel Sitio Abagai + + _ _ _ _ _ _ 22
89 Niagara Branca Sitio Pessegueiro + + + _ _ + + + 22
90 Niagara Branca Sitio Pessegueiro + + + _ _ + + + 22
91 BRS Lorena Sitio Pessegueiro + + _ _ _ + _ + 22
92 BRS Lorena Sitio Pessegueiro + + _ _ _ + _ + 22
93 Sauvignon Blanc Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ + _ + 22
94 Sauvignon Blanc Sitio Pessegueiro + + + _ _ + _ _ 22
95 Bordo Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ + _ + 22
96 Bordd Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ _ _ _ 0
97 Niagara Rosada Sitio Pessegueiro + + + _ _ + + + 22
98 Niagara Rosada Sitio Pessegueiro + + + _ _ + + + 22
99 BRS Violeta Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ _ _ _ 0
100 BRS Violeta Sitio Pessegueiro + + + _ _ + + + 22
101 Isabel Sitio Pessegueiro + + + _ _ + + + 22
102 Isabel Sitio Pessegueiro + + + _ _ + + + 22
103 Cabernet Franc Sitio Pessegueiro + _ _ _ _ + _ + 22
104 Cabernet Franc Sitio Pessegueiro + _ _ _ _ + _ + 22
105 Tinta Roriz Sitio Pessegueiro _ _ _ + _ _ _ _ 1
106 Tinta Roriz Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ _ + + 22
107 BRS lIsis Sitio Pessegueiro _ + _ _ _ + + + 22
108 BRS Isis Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ _ _ _ 0
109 Malbec Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ + _ + 22
110 Malbec Sitio Pessegueiro _ _ _ _ _ _ _ + 1
111 Pinot Noir Chécara Flores _ _ _ _ _ _ _ _ 0
112 Pinot Noir Chécara Flores _ _ _ _ _ _ _ _ 0
113 BRS Isis Chécara Flores _ _ _ _ _ _ _ + 1
114 BRS Isis Chécara Flores _ _ _ _ _ _ _ _ 0
115 Cabernet Franc Fazenda Jubair _ _ _ _ _ _ _ _ 0
116 Tinta Céo Fazenda Cinzano + + _ _ _ + + + 22
117 Aragonés Fazenda Cinzano _ + _ _ _ + + + 22
118 Alfrocheiro Fazenda Cinzano + + _ + _ + _ + 22
119 Moscato Setubal Fazenda Cinzano + + + _ _ + _ + 22
13/119
(10,9%,
sem
infeccao)
9/119
% de infeccio 73/119 78/119 33/119 18/119 | 0/119 77/119 74/119 91/119 (7,6%, uma
¢ (61,3%) | (65,5%) | (27,7%) | (15,1%) | (0%) (64,7%) | (62,1%) | (76,4%) infeccao)
97/119
(81,5%,
duas ou
mais
infeccdes)

Legenda: (-) auséncia de infec¢do para o virus testado; (+) presenca de infecgao para o virus testado
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Em geral, estes agentes patogénicos estdo amplamente distribuidos em todos os
vinhedos amostrados. Este resultado foi apoiado no fato de que muitas das videiras
amostradas (34,4%) apresentaram baixo vigor vegetativo e geralmente algum tipo de
sintoma caracteristico de infec¢des virais, tais como: coloracdo incomum (avermelhamento
ou amarelecimento) ou aparéncia atipica (aspecto coriaceo) das folhas; e tronco com
rachaduras na casca e caneluras no lenho como uma consequéncia da manutencdo dessas
infec¢cBes a longo prazo (média de 7 anos) nos vinhedos amostrados. Videiras infectadas
por virus podem nao apresentar sintomas perceptiveis, uma vez que a infeccdo pode
ocorrer de forma latente (ou assintomatica) em alguns genoétipos de cultivares comerciais,
sendo mais comum em Vitis labrusca e hibridos. No Brasil, sdo plantadas cultivares (cvs.)
de Vitis vinifera (uva vinifera), videira mais sensivel a viroses, e cvs. de Vitis labrusca e
hibridas (uva comum), tolerantes a viroses. Como base nos resultados das indexagdes
virais, foi possivel relacionar a expressado de sintomas com infecgéo viral e genoétipos de
videira. Das 63 amostras (21 cvs.) de V. vinifera, 9 (14%) ndo estavam infectadas com
nenhum dos patdgenos avaliados e 33 amostras (52%) apresentavam sintomas tipicos de
infeccdo viral (alteragbes na cor, formato e textura do limbo foliar). Das 56 amostras (11
cvs.) de V. labrusca e hibridas, apenas 4 (7%) ndo estavam infectadas e 8 amostras (14%)
apresentavam sintomas foliares. Do total, 41 amostras (34%) apresentavam sintomas
foliares de virose. Demonstrou-se, assim, que as cvs. de V. labrusca e hibridas foram, em
maior frequéncia, hospedeiras assintomaticas de virus quando comparadas a V. vinifera,
sendo que ambas as espécies apresentaram alta incidéncia de infeccdo por um ou mais
virus simultaneamente. Isto reforca a importancia da indexacdo na determinacdo da
condicao fitossanitéria das videiras. Mesmo nos casos de infecgdes virais assintomaticas ou
latentes, danos menos expressivos também podem ser verificados. Tais danos seriam
consequéncia da diminuicdo da taxa fotossintética, aumento da respiracdo, alteracdo do
metabolismo da planta, o que resulta em menor producdo de agucares nos frutos, dentre
outros efeitos, causados por virus. Apesar das possiveis perdas na colheita das uvas nao
terem sido avaliadas nos vinhedos amostrados, provavelmente elas ocorreram, conforme
determinado em outros trabalhos (NAIDU et al., 2015; VEGA et al., 2011). A correlacéo
entre infec¢des virais e também viroidais, e a expressao de sintomas pode estar relacionada
a outros fatores, tais como temperatura, isolados virais (ou de viroides), co-infec¢des entre
virus (e/ou viroide) e co-infec¢do entre patdégeno virais e ndo viral. Portanto, ndo é confiavel
diagnosticar infecgBes por virus e viroides, baseando-se exclusivamente na avaliacdo de
sintomas (OLMOS et al., 2016). Além dos resultados obtidos, hd a necessidade de uma
avaliacdo mais extensa em outras areas de cultivo da videira, visando-se determinar
precisamente a distribuicdo geografica desses patdgenos no Brasil. Estes resultados

ampliam o conhecimento sobre a incidéncia de virus infectando videiras em uma regiao
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representativa de cultivo de videiras no Brasil, fornecendo informagdes relevantes para o
desenvolvimento de estratégias de controle e manejo destas doencas, com énfase na
importancia do uso de material propagativo de videira livre de virus no estabelecimento de
novos vinhedos.

Os virus GLRaV-3, GVA e GVB detectados por RT-gPCR, (Figuras 10 a 12), sdo
transmitidos por cochonilhas de forma semi-persistente, enquanto GSyV-1 (Figura 13) pode
ser transmitido por cigarrinhas como foi demonstrado pela presenca do virus neste inseto
(AL RWAHNIH et al., 2009) e GCSV, GRSPaV, GFkV e GYSVd-1 (Figuras 14 a 17) ndo tém
vetores conhecidos. Todos esses patdgenos sdo transmitidos pela enxertia com materiais
propagativos infectados (MARTELLI, 2014). Em alguns casos, o0 modo de transmissao

poderia explicar as incidéncias observadas, em outros ndo haveria nenhuma correlacao.
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Figura 10. Resultado grafico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de algumas amostras de
videiras infectadas com diferentes isolados de GLRaV-3. Curvas de amplificagcdo para 16 amostras
infectadas.
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Figura 11. Resultado gréfico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de algumas amostras de
videiras infectadas com diferentes isolados de GVA. Curvas de amplificacdo para 10 amostras
infectadas.
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Figura 12. Resultado grafico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de algumas amostras de
videiras infectadas com diferentes isolados de GVB. Curvas de amplificacdo para oito amostras
infectadas.
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Figura 13. Resultado gréafico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de algumas amostras de
videiras infectadas com diferentes isolados de GSyV-1. Curvas de amplificacdo para 13 amostras
infectadas.
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Figura 14. Resultado gréfico das reacBes de RT-PCR em tempo real para algumas amostras de
videiras sadias para GCSV. Curvas de amplificacdo (negativas) para quatro amostras sadias.
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Verificou-se alta incidéncia dos virus GRSPaV (Figura 15), GFkV (Figura 16) e do
viroide GYSVd-1 (Figura 17) por RT-gPCR, todos esses patdgenos sem vetor conhecido.
Nesta condicdo, a disseminacdo das doencas teria ocorrido por meio do uso de estacas ou
gemas infectadas no estabelecimento dos vinhedos amostrados. Em outros casos, onde
altas incidéncias também foram observadas, ou seja, para GLRaV-3 e GVA, provavelmente
estaria envolvida a atuacdo de cochonilhas, na transmissdo desses virus. Para os virus
restantes (GCSV, GSyV-1, GVB), argumentos com a mesma légica, poderiam ser validos.
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Figura 15. Resultado gréfico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de algumas amostras de
videiras infectadas com diferentes isolados de GRSPaV. Curvas de amplificacdo para 10 amostras

infectadas.
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Figura 16. Resultado gréafico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de algumas amostras de
videiras infectadas com diferentes isolados de GFkV. Curva de amplificacdo para 10 amostras
infectadas.
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Com o objetivo de confirmar os resultados obtidos por RT-qPCR (Figura 17),
fragmentos amplificados de 126 pb, obtidos para o GYSVd-1, foram sequenciados,
resultando em 97-98% identidade de nucleotideos com outros isolados brasileiros deste
viroide [TR-BR (KU880716), MH-BR (KU880714), VI-BR (KU668664), VF-BR (KU880712) e
NR-RS-BR (KU668661)].
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Figura 17. Resultado grafico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de algumas amostras de
videiras infectadas com diferentes isolados de GYSVd-1. Curvas de amplificacdo para 10 amostras
infectadas.

Os virus GRSPaV, GVA, GVB, GLRaV-3, GFkV, e o viroide GYSVd-1 ja haviam sido
detectados no Brasil (BASSO et al., 2014). Porém, GSyV-1 ainda nao havia sido detectado
em vinhedos comerciais brasileiros, pois sua deteccdo anterior no pais foi realizada em
germoplasma e cole¢cdes de acessos de videira (FAJARDO et al.,, 2015a). Em muitos
paises, levantamentos de virus e viroides foram realizados em videiras, por exemplo, na
Argentina (VOLPE et al., 2010), Chile (FIORE et al., 2011), China (LIU et al., 2013), Estados
Unidos (JONES et al., 2015) além de duas regides do Nordeste do Brasil (CATARINO et al.,
2015). Nesses estudos e em outros, a incidéncia de virus é altamente variavel, dependendo
da espécie viral, cultivares da videira e regides amostradas. Entretanto, invariavelmente,

taxas significativas foram verificadas, de modo similar a situa¢éo observada neste trabalho.
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5.3. Deteccédo de virus em vetores

Cochonilhas, vetoras de algumas espécies de virus que infectam videiras, foram
capturadas em videiras de alguns vinhedos amostrados neste trabalho, para avaliar a
presenca de virus por RT-qPCR nesses insetos. Os resultados mostraram que 0% (GLRaV-
1), 3,5% (GVB), 17,8% (GVA) e 60,7% (GLRaV-3) das 28 amostras de cochonilhas eram
viruliferas, ou seja, carregavam virus e, muito provavelmente, poderiam atuar como vetores
(Tabela 7 e Figura 18). As taxas determinadas para cochonilhas viruliferas com trés virus
sugerem que as cochonilhas poderiam estar atuando como vetores e disseminando essas
espécies virais nos vinhedos amostrados. As espécies de cochonilhas testadas ja foram
relatadas como vetores dos quatro virus mencionados em videira (ALMEIDA et al., 2013,
TSAl et al., 2010).

Tabela 7. Amostras de cochonilhas e resultados da indexacéo viral por RT-qgPCR.

Ntmero da amostra | Pseudococcideos ou GVA GVB GLRaV-3 | GLRaV-1
Coccideos (Carapaga)
Controle Positivo Cochonilha virulifera + + + +
Controle Negativo Cochonilha avirulifera _ _ _ _
1 Coccideos (Carapaga) _ _ _ _
2 Coccideos (Carapaga) _ _ _ _
3 Pseudococcideos _ _ _ —
4 Coccideos (Carapaga) _ _ _ _
5 Coccideos (Carapaga) _ _ + _
6 Coccideos (Carapaca) _ _ _ _
7 Coccideos (Carapaca) _ _ _ _
8 Pseudococcideos _ _ + -
9 Pseudococcideos + _ + -
10 Pseudococcideos _ _ + -
11 Pseudococcideos + _ + -
12 Pseudococcideos _ _ + -
13 Coccideos (Carapaca) _ _ _ _
14 Coccideos (Carapaca) _ _ _ _
15 Pseudococcideos + _ + —
16 Pseudococcideos _ _ + —
17 Coccideos (Carapaca) + + + _
18 Coccideos (Carapaga) _ _ + _
19 Pseudococcideos _ _ + -
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20 Pseudococcideos _ _ + -

21 Pseudococcideos _ _ + -

22 Coccideos (Carapaca) _ _ _ _

23 Pseudococcideos _ _ + -

24 Pseudococcideos _ _ _ -

25 Pseudococcideos _ _ + -

26 Pseudococcideos + _ + _

27 Pseudococcideos _ _ _ _

28 Pseudococcideos _ _ + _
Total 5/28 1/28 17/28 0/28
(% de cochonilhas (17,8%) (3,5%) (60,7%) (0%)

viruliferas)
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Figura 18. Resultado grafico da amplificacdo por RT-PCR em tempo real de 28 amostras de
cochonilhas. A. Curva de amplificagdo para uma amostra infectada com GVB. B. Curvas de
amplificagcdo para 17 amostras infectadas com GLRaV-3. C. Curvas de amplificacdo para cinco
amostras infectadas com GVA.
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5.4. Comparacdao entre as técnicas de RT-PCR em tempo real e RT-PCR convencional

Nos ensaios realizados para comparar RT-gPCR e RT-PCR convencional, utilizando
iniciadores especificos para amplificar os dois virus, foi possivel, por meio de RT-PCR
convencional, detectar somente 35,3% (GLRaV-3) e 29,4% (GSyV-1) das dezessete
amostras positivas (100%), como previamente determinado por RT-qPCR. Divergéncias em
identidades de nucleotideos entre isolados destas espécies virais ja foram publicadas
(FAJARDO et al., 2007; GLASA et al.,, 2015), o que poderia resultar em auséncia de
pareamento entre iniciadores e ou sondas e o &cido nucleico do virus. Este resultado
ressalta a relevancia de se determinar a variabilidade das sequéncias visando-se definir
iniciadores e sondas para uma deteccdo confiavel de vasta gama de isolados de um
determinado virus alvo. Além da RT-PCR convencional, a RT-gPCR também foi utilizada
neste trabalho para avaliar sua capacidade de detectar uma gama de isolados de GSyV-1 e
GLRaV-3, independentemente da variabilidade genética existente. Com base nos resultados
obtidos, foi demonstrado que os iniciadores e sondas definidos por Bianchi et al. (2015) e
Osman et al. (2007) foram adequados para um amplo diagndstico do GSyV-1 e do GLRaV-
3, respectivamente. A variabilidade de sequéncias do GSyV-1 e GLRaV-3, observadas nas
amostras caracterizadas molecularmente, poderia explicar que os iniciadores utilizados na
RT-PCR convencional ndo foram adequados para cobrir toda a variabilidade existente nas
regibes gendmicas, alvo das reacfes de amplificacdo. Outra explicagéo estaria relacionada

a sensibilidade inerente das técnicas de RT-qPCR e RT-PCR convencional (Tabela 8).

Tabela 8. Comparacao entre as detec¢des de GLRaV-3 e GSyV-1 por RT-PCR em tempo real e RT-
PCR convencional.

GLRaV-3 GSyV-1
o o 8 5 o o
sequ'\éncial A'\:n. Cultivar (g'll_sqi’vcz) (PG(I:_FT?;Xn?/.) s’:q. A’\rln. Cultivar (RG.ESIXSR) (ngyczgiv.)
1 1 Isabel + - 1 7 Cabernet Sauvignon +
2 5 Niagara Rosada + + 2 8 Cabernet Sauvignon +
3 27 BRS Lorena + 3 19 Rebo + +
4 31 Bordo Grano D’oro + 4 27 BRS Lorena +
5 37 BRS Margot + + 5 38 BRS Margot + +
6 40 Concord + - 6 41 Syrah +
7 48 Chardonnay + + 7 55 Fernédo Dias +
8 55 Ferndo Dias + - 8 56 Ferndo Dias +
9 60 Arinto Douro + - 9 60 Arinto Douro +
10 63 Alfrocheiro + - 10 63 Alfrocheiro +
11 65 Aragonés + - 11 64 Alfrocheiro +
12 82 Touriga Nacional + + 12 68 Touriga Nacional + +
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13 94 Sauvignon Blanc + - 13 71 BRS Lorena +
14 100 BRS Violeta + + 14 81 Touriga Nacional + +
15 104 Cabernet Franc + - 15 82 Touriga Nacional +
16 109 Malbec + - 16 105 Tinta Roriz +
17 119 Moscato Setubal + + 17 118 Alfrocheiro + +
% de infeccao (1170“6/01&7) (ggg;)) % de infec¢ao (1%:/{37 (25,;&;])

Quando se utilizou o par de iniciadores GVQCP-R/GVQCP-F, que permite a
amplificagdo de DNA com 723 pb, contendo o gene completo da proteina capsidial do
Grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1), observaram-se reagfes positivas para varias amostras
incluindo as cvs Rebo, BRS Margot e V.flexuosa (BG). Esse resultado demonstrou a
eficiéncia parcial da utilizagdo deste par de iniciadores na deteccdo de isolados de GSyV-1
(Figura 19 e 20). Vale destacar que esta foi a primeira deteccdo do GSyV-1 em campo no

Brasil.

723 pb

Figura 19. Produtos da amplificacdo por meio de RT-PCR visualizados em gel de agarose (1,2%),
objetivando a caracterizacdo do gene da proteina capsidial do GSyV-1 a partir de diferentes cultivares
de videira. Oligonucleotideos utilizados: GVQCP-F/GVQCP-R. Amostras: (1) videira sadia (controle
negativo), (2) amostra 68 (cv. Touriga Nacional), (3) amostra 81 (cv. Touriga Nacional) e (4) amostra
118 (cv. Alfrocheiro). A seta indica o produto da amplificacdo, DNA de 723 pb. M: marcador DNA
MPstl.
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942 pb —»

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 20. Produtos da amplificacdo por meio de RT-PCR visualizados em gel de agarose (1,2%),
objetivando a caracterizagdo do gene da proteina capsidial do GLRaV-3 a partir de diferentes
cultivares de videira. Oligonucleotideos utilizados: 8504v/9445c. Amostras: (1) videira infectada com
GLRaV-3 (controle positivo), (2) videira sadia (controle negativo), (3) amostra 5 (cv. Nidgara Rosada),
(4) amostra 37 (cv. BRS Margot), (5) amostra 48 (cv. Chardonnay), (6) amostra 82 (cv. Touriga
Nacional), (7) amostra 100 (cv. BRS Violeta) e (8) amostra 119 (cv. Moscato Setubal). A seta indica
o produto da amplificacdo, DNA de 942 pb. M: marcador DNA A/Pstl.

5. 5. Clonagem, sequenciamento e homologia de sequéncias

Os produtos de DNA amplificados por RT-PCR para o GLRaV-3 e o GSyV-1 foram
clonados em pGEM-T Easy e utlizados para transformar E. coli. Os plasmideos
recombinantes, contendo os fragmentos clonados, foram extraidos e digeridos com a

enzima EcoRlI (Figuras 21).

l.-‘u.__.
G Gl G Gl Gl G G e W B e N Y B G e

942 pb —»

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Figura 21. Digestdo dos plasmideos recombinantes com EcoRI e liberacdo dos insertos
correspondentes a proteina capsidial visualizados, apos eletroforese, em gel de agarose (1,2%).
Proteinas capsidiais com 942 pb do GLRaV-3 (seta verde) e 723 pb (seta vermelha) do GSyV-1 M:
marcador DNA A /Pstl; pocos 17 ao 20: Clones da amostra 119 — ‘Moscato Setubal’; pocgos 21 ao 24:
Clones da amostra 68 — ‘Touriga Nacional’; pocos 25 ao 28: Clones da amostra 118 — ‘Touriga
Nacional’; pogos 29 ao 32: Clones da amostra 118 — ‘Alfrocheiro’.
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Os fragmentos de DNA de 723 pb, contendo o gene completo da proteina capsidial
(627 nucleotideos e 208 aminoacidos deduzidos) do GSyV-1, foram amplificados a partir de
cinco isolados coletados em Sao Roque (SP) e trés em Bento Gongalves (RS) por RT-PCR,
utilizando iniciadores especificos e as suas sequéncias de nucleotideos foram obtidas e
depositadas no GenBank (Tabela 9) e (Figura 22).

Tabela 9. Clonagem e sequenciamento do gene da proteina capsidial (CP) do GSyV-1.

N° am. Cultivar Gene e tamanho (ﬁggqig%?%no?ggg)
19 Rebo CP seq. (627 bp) KX258765 (REB-BR)
38 BRS Margot CP seq. (627 bp) KX258766 (MAR-BR)
68 Touriga Nacional Fragmento (723 bp) com CP (627 bp) KX458475 (TR1-BR)
81 Touriga Nacional Fragmento (723 bp) com CP (627 bp) KX458476 (TR2-BR)
118 Alfrocheiro Fragmento (723 bp) com CP (627 bp) KX458477 (ALF-BR)

2M (BG) Vitis flexuosa CP seq. (627 bp) KX258767 (VF-BR)

6 (BG) Moscato de Hamburgo CP seq. (627 bp) KX258763 (MH)

18 (BG) Trajadura CP seq. (627 bp) KX258764 (TRAJ-BR)

tttococcagottocagggtgaattgcttcaaagottoctcaatgatgcaacogacccttoctote
s ¢ L ¢ 6 EL L Q@ 5 F 58 M M @ P T L P L

actggcggcttgcttctccctcctgctgttgacgctccaatgtctgatgactcgctctct
T 6 G L L L P P & V D A P M 5 D O 5 L 5
ccgctoccocgctcbcaac atcctgaccattgcgttgatcctcagecttctctgcct

= R 5 R 5 ¢ R D P DH CWVD P QP 5 L P
ttggctoocctocggtgocaggaaaccoocggogiccogyogatcacggtoococttocaatog
L A P 58 ¥VWOQ ET P & & P 52 I TV P F QW
gtcgcacttgttgtgaaatccgaatccaccatcttcaccgitgatccocococgogogoccaag
v.Aa L vV ¥ K &8 E 5 T I F T Vv D P P E A& K
totoctcacccageotcatcgggocttaccqgtecatgocegtctectoctetctogaageocatt
5. . L T ¢ L I & P Y R H A E L L 5 L E A I

ctcatgccoccactoctgaacgcoccbtoccagaaccccgbocac tccacat ct accgtc
LM P T L NATFQDNU PV TIVUHMTYWTIV
aacaccgtgcagcccgcctccggggaagaactcttctacccgggcggccaggctctcact
N T v Q P & 5 G EE L F ¥ P G G Q & L T
Lt c [ e tctccatgbccgocccttgcoctaccgtcccagoocgac ctcgogccta
Vv G G P VvV S M 5 AL ATV PAUDTYV 5 R L
ﬂﬂCCCtgtCﬂtCﬂﬂgQQCQCCQECQCCEECCEQQECECECCCCQtCtCﬂCngCﬂCCﬂCC

W P ¥ I KE G A V A F L D T PERETULT & T T
atgaagt ccaaatctgaaacctboccocatggoctacagt catcocgo acccto
M ¥ C A K 5 ET 5 P M A ¥ VYV I B 6 T L
cococtoteo cochot actoocctototgaataaagectoccaatgogeageaatge
AL 5 6 P ¥W GGG T R L 5 E =

Figura 22. Sequéncias virais do Grapevine Syrah virus 1, isolado TR1-BR (amostra 68, cv. Touriga
Nacional), correspondentes aos nucleotideos (linha superior) e aos aminoacidos deduzidos (linha
inferior) do gene completo da proteina capsidial (CP) com 627 pb e 208 aad (fragmento amplificado
de 723 bp). Cdédigo do deposito no GenBank KX458475. Nucleotideos em negrito correspondem aos
iniciadores utilizados na reagdo de amplificagdo por RT-PCR e, em vermelho, ao gene da proteina
capsidial.
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Os fragmentos de DNA de 942 pb contendo o gene completo da proteina capsidial
(313 aminoécidos deduzidos) do GLRaV-3 foram amplificados por RT-PCR a partir de seis
isolados coletados em S&o Roque, utilizando-se iniciadores especificos e as suas
sequéncias de nucleotideos foram obtidas e depositadas no GenBank (Tabela 10) e (Figura
23).

Tabela 10. Clonagem e sequenciamento do gene da proteina capsidial (CP) do GLRaV-3.

N° am. Cultivar Gene e tamanho Cdédigo GenBank (nome do isolado)
5 Niagara Rosada CP seq. (942 bp) KX499443 (NR-BR)
37 BRS Margot CP seq. (942 bp) KX499444 (MARG-BR)
48 Chardonnay CP seq. (942 bp) KX499445 (CH-BR)
82 Touriga Nacional CP seq. (942 bp) KX499446 (TN-BR)
100 BRS Violeta CP seq. (942 bp) KX499447 (VI-BR)
119 Moscato Setubal CP seq. (942 bp) KX499448 (MS-BR)
atggcatttgaactgaaatta cagatatatgaagtcgtcocccgaaaataatttgaga
M A F E L EL G QI ¥ E V¥V P E N N L E
gttagagtaggggatgcggcacaaggaaaatttagtaaggcgagtttcttaaagtacgtt

VvV R VvV G DA AOQGZ KTF S KZATS FLKTZY V
aa ac acaca c aattaac datcgccgtagtgcocccgaaadaatac attc
K. D 6 I @ A £EL I G I A VYU PETKTYV F
gccacagcggctttggctacagcggcgcaggagccacctaggcagccaccagcgcaagtg
A T A AR L AT®R2RZ AOQTETPZ PEROQPZPELRO QTYV
gtggaaccacaggaaaccgatataggggtagtgccggaﬂtctgagactctcacaccaaat
vV E P Q ETDI GV V¥V PETSTETTLTZP N
aagttggttttcgagaaagatccagacaagttcttgaagactatgggcaagggaatagct
¥ L vV F £E ¥ D P D XK F L ¥ TMG K G I &
Lt acttgac agLtacccacadaccgaadagttattaacgagcca aad atca
L D LTI GV I HIE KT PZ KTV IUNTETPTGTE KV S
gtagaggtggcaatgaagattaatgccgcattgatggagctgtgtaagaﬂggttatgggc
vV E VA M K I N A A LMTETLTECTZEKTETVMG
gccgatgacgcagcaactaagacaaaattcttcttgtacgtgatgcagattgcttgcacg
2 DDA ATEHKTTE KT FF FTILTYVVMOTIZTCT
ttctttacatcgtcttcgacggagttcaaagagtttgactacatagaaaccgatgatgga
F F T 5 5 5 T E F K E F D ¥ I E T D D G
aagaagatatatgcggtgtgggtatatgattgcattaaacaagctgctgcttcgacgggt
¥ K I ¥ L V WV ¥ D CTIZXSOQB EAZZEZZEZJS5T G
tatgaaaacccggtaaggcagtatctagcgtacttcacaccaaccttcattacggcgacc
Yy EN P V& QY LATYTFTT PTTFTITA AT
ctgaat daactagtcgatgaacgagas CLatc cacagecat a accaccgyaaa
L ¥ G ¥ L VvV M N E XK V M EQHTGTV P P K

ttctttcogtacacgatagactgogttogtcogacgtacgatctgttcaacaacgacqca
F £ P Y T I D C V EPT Y DL F N N D A
atactagcatggaatttagoctagacagcaggogtttagaaacaagac aacggccgat
I L AW N UL A R Q Q A F R N KT VWV T A D

gacaccttacacaacgtcttccaactattgocaaaagaagtag
N T L H N Vv F Q2 L L Q K E *

Figura 23. Sequéncias virais do Grapevine leafroll-associated virus 3, isolado NR-BR (amostra 5, cv.
Nidgara Rosada), correspondentes aos nucleotideos (linha superior) e aos aminoacidos deduzidos
(linha inferior) do gene completo da proteina capsidial (CP) com 942 pb e 313 aad. Cdédigo do
depdsito no GenBank KX499443. Nucleotideos em negrito correspondem aos iniciadores utilizados
na reacéo de amplificacdo por RT-PCR.
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O alinhamento mudltiplo das sequéncias da CP do GSyV-1, de isolados brasileiros,
revelou expressivas divergéncias de nucleotideos e de aminoécidos deduzidos entre alguns
isolados, sugerindo existir consideravel variabilidade entre os isolados analisados. As
sequéncias de nucleotideos dos oito isolados brasileiros foram distribuidas em trés grupos
na arvore filogenética: | (MH, VF-BR, ALF-BR, TRAJ-BR, MAR-BR), Il (REB-BR) e IIl (TR1-
BR e TR2-BR) (Figura 24), com porcentagens de identidades de nt e aad variando de 91,7%
a 99,8% e de 96,6% a 100%, entre si, respectivamente. As identidades de nt e aad entre o
isolado-tipo do GSyV-1 (NC_012484) e os isolados brasileiros variaram de 92,1% até 98% e
de 97,1% até 99%, respectivamente (Tabela 11). As comparac¢des entre isolados de GSyV-1
da Eslovaquia, Republica Checa e Hungria também demonstraram haver alta variabilidade
entre isolados europeus (CZOTTER et al., 2015; GLASA et al., 2015). Variabilidade entre
isolados chilenos de GSyV-1 também ja havia sido constatada por Engel et al. (2010). A
massa molecular (MW) calculada para as CPs dos isolados brasileiros de GSyV-1 foi de,

cerca de, 22 kDa, semelhante ao relatada por Al Rwahnih et al. (2009).

o7 r KX258763-MH-Brazil
o0 || KX258767-VF-BR-Brazil
KX258764-TRA-BR-Brazil | Group |
KX458477-ALF-BR-Brazil
KX258766-MAR-BR-Brazil
GU566024-C1-5042-Chile __|
———— KX258765-REB-BR-Brazil
8] J)GWSBSB-GSVW-SWSB-DW-US;Z| Group II
29 [ FJ977042-GSM-8-USA
L KP221255-CZ10-Czech-Republic
KP221256-SK30-Slovakia
L KP221257-SK413-Slovakia
KX458476-TR2-BR-Brazil
EK)(458475-TR1-BR-BraziI
NC012484-GSyV1-USA
Q{EFJQWOM-USA

o FJg77041-MG-02-USA
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Group Il

o

NCO002786-MRFV

20

Figura 24. Arvore filogenética com base no alinhamento de sequéncias de nucleotideos de cinco
isolados (REB-BR, MAR-BR, TR1-BR, TR2-BR, ALF-BR) de S&o Roque e trés (MH, TRAJ-BR, VF-
BR) de Bento Goncalves, Sudeste e Sul do Brasil, respectivamente e outros isolados estrangeiros de
GSyV-1. A arvore foi construida pelo método de méaxima parciménia, utilizando o MEGA 6.0, com
suporte (bootstrap) a partir de 10.000 replicagBes. Os nomes dos isolados de GSyV-1 foram
incluidos de acordo com os cédigos de acesso no GenBank, sendo que os grupos especificos foram
indicados. Maize rayado fino virus, MRFV (Tymoviridae, Marafivirus) (NC_002786) foi utilizado como
grupo externo. Bar = nimero de substituicbes por sitio.
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O alinhamento multiplo das sequéncias de nt do gene da proteina capsidial de
isolados brasileiros do GLRaV-3 (Tabela 12) revelou restrita divergéncia de nucleotideos e
de amino&cidos deduzidos entre os isolados, sugerindo haver baixa variabilidade entre os
isolados analisados. As sequéncias de nucleotideos dos seis isolados brasileiros (NR-BR,
CH-BR, VI-BR, MARG-BR, TN-BR e MS-BR) constituiram apenas um grupo filogenético
(Figura 25). O grupo I, tal como definido por Maree et al. (2015), mostrou identidades de nt e
aad entre 98,9% e 100% e entre 98,4% e 100%, respectivamente, entre os isolados
brasileiros (Tabela 12). As identidades de nt e aad entre o isolado-tipo de GLRaV-3
(NC_004667) e isolados brasileiros variaram de 98,6% a 99,2% e de 97,7% a 99%,
respectivamente, posicionando o isolado norte-americano no Grupo |, juntamente com todos
isolados de GLRaV-3 de Sao Roque, Brasil (Figura 25). A massa molecular (MW), calculada
para as CPs dos isolados brasileiros de GLRaV-3, foi de, cerca de, 35 kDa, semelhante ao
relatado por Fajardo et al. (2007). A variabilidade entre isolados de GLRaV-3 ja havia sido
verificada (MAREE et al., 2015), inclusive considerando alguns isolados do sul e nordeste do
Brasil (FAJARDO et al, 2007; CATARINO et al., 2015). Outros isolados brasileiros de
GLRaV-3 previamente caracterizados molecularmente (FAJARDO et al., 2007; BASSO et
al., 2010b; CATARINO et al., 2015) também foram posicionados no grupo | (Pet-1, Pet-2,
Pet-3 e RC-PE) e no grupo Il (Pet-4 e IS2) (Figura 25), sugerindo que a restrita variabilidade
observada no Sudeste do Brasil (Sdo Roque) foi notada anteriormente em outras regides de

cultivo da videira no Brasil como verificado alguns isolados das regies Sul e Nordeste.
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Figura 25. Arvore filogenética com base no alinhamento de sequéncias de nucleotideos de seis
isolados (NR-BR, MARG-BR, CH-BR, TN-BR, VI-BR, MS-BR) obtidos em S&o Roque, cinco (RC-PE,
Pet-1, Pet-2, Pet-3, Pet-4) de Petrolina e um (IS2) de Bento Gongalves, Sudeste, Nordeste e Sul do
Brasil, respectivamente e outros isolados estrangeiros de GLRaV-3. A arvore foi construida pelo
meétodo de méaxima parcimdnia, utilizando o programa MEGA 6.0 (com teste de bootstrap para 10.000
replicacdes). Os nomes dos isolados de GLRaV-3 foram incluidos de acordo com os cddigos de
acesso no GenBank, e os grupos especificos foram indicados. Grapevine-leafroll associated virus 1,
GLRaV-1 (Closteroviridae, Ampelovirus) (NC_016509) foi utilizado como grupo externo. Bar = nimero
de substitui¢cdes por sitio.



Tabela 11. Comparacgdo (em porcentagem) dos valores de identidade entre as sequéncias de nucleotideos (abaixo diagonal) e de aminoacidos
deduzidos (acima diagonal) do gene da proteina capsidial (627 pb e 208 aad) dos isolados brasileiros do Grapevine Syrah virus 1.

Isolados KX258763 KX258764 KX258765 KX258766 KX258767 KX458475 KX458476 KX458477 NC012484
(MH) (TRAJ-BR) (REB-BR) (MAR-BR) (VF-BR) (TR1-BR) (TR2-BR) (ALF-BR) (GSYV-1)
KX258763 99,5 97,1 99,5 100 99,5 98,0 99,5 99,0
(MH)

KX258764 99,3 96,6 99,0 99,5 99,0 97,5 100 98,5
(TRAJ-BR)

KX258765 92,0 91,8 97,1 97,1 96,6 96,6 96,6 97,1
(REB-BR)

KX258766 98,7 99,0 92,5 99,5 99,0 97,5 99,0 98,5
(MAR-BR)

KX258767 99,8 99,5 91,8 98,8 99,5 98,0 99,5 99,0
(VF-BR)

KX458475 94,4 94,2 92,1 94,2 94,2 97,5 99,0 98,5
(TR1-BR)

KX458476 93,4 93,3 91,7 93,3 93,3 97,4 97,5 98,5
(TR2-BR)

KX458477 99,2 99,8 91,7 98,8 99,3 94,0 93,1 98,5
(ALF-BR)

NC012484 93,3 93,1 92,1 93,1 93,1 98,0 97,9 92,9
(GSyV-1)

Nome do isolado (cédigo de acesso no GenBank, Estado e Pais): MH, RS/Brasil (KX258763); TRAJ-BR, RS/Brasil (KX258764); REB-BR, SP/Brasil
(KX258765); MAR-BR, SP/Brasil (KX258766); VF-BR, RS/Brasil (KX258767); TR1-BR, SP/Brasil (KX458475); TR2-BR, SP/Brasil (KX458476); ALF-BR,
SP / Brasil (KX458477); GSyV-1, EUA (NC_012484).
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Tabela 12. Comparacéo (em porcentagem) dos valores de identidade entre as sequéncias de nucleotideos (abaixo diagonal) e de aminoacidos deduzidos (acima

diagonal) do gene da proteina capsidial (942 pb e 313 aad) dos isolados brasileiros do Grapevine leafroll-associated virus 3.

Isolados KX499443 KX499444 KX499445 KX499446 KX499447 KX499448 KJ704369 DQ680141 DQ680142 DQ062152 AY753208 HMO059034 NC004667
(NR-BR) (MARG-BR) (CH-BR) (TN-BR) (VI-BR) (MS-BR) (RC-PE) (Petl) (Pet2) (Pet3) (Pet4) (1s2) (NY1)

KX499443 100 100 99,6 99,6 98,7 100 100 99,6 99,6 95,8 94,8 99,0

(NR-BR)

KX499444 99,7 100 99,6 99,6 98,7 100 100 99,6 99,6 95,8 94,8 99,0

(MARG-BR)

KX499445 100 99,7 99,6 99,6 98,7 100 100 99,6 99,6 95,8 94,8 99,0

(CH-BR)

KX499446 99,4 99,4 99,4 99,3 98,4 99,6 99,6 99,3 99,3 95,5 94,5 98,7

(TN-BR)

KX499447 99,6 99,6 99,6 99,3 99,0 99,6 99,6 99,3 99,3 95,5 94,5 98,7

(VI-BR)

KX499448 98,9 98,9 98,9 99,0 99,2 98,7 98,7 98,4 98,4 95,2 94,2 97,7

(MS-BR)

KJ704369 99,5 99,5 99,5 99,4 99,4 98,9 100 99,6 99,6 95,8 94,8 99,0

(RC-PE)

DQ680141 99,7 99,7 99,7 99,6 99,6 99,1 99,7 99,6 99,6 95,8 94,8 99,0

(Petl)

DQ680142 99,6 99,6 99,6 99,5 99,5 99,0 99,6 99,8 99,3 95,5 94,5 98,7

(Pet2)

DQ062152 99,7 99.7 99,7 99,4 99,6 98,9 99,5 99,7 99,6 95,5 94,5 98,7

(Pet3)

AY753208 93,2 93,4 93,2 93,3 93,3 93,2 93,4 93,4 93,3 93,2 96,4 94,8

(Petd)

HMO059034 92,6 92,8 92,6 92,7 92,7 92,6 92,8 92,8 92,7 92,6 97,7 --- 93,9

(1S2)

NC004667 99,2 99,2 99,2 99,1 99,1 98,6 99,2 99,4 99,3 99,2 92,8 92,3 ---

(NY1)

Nome do isolado (cédigo de acesso no GenBank, Estado e Pais): NR-BR, SP / Brasil (KX499443); MARG-BR, SP / Brasil (KX499444); CH-BR, SP / Brasil
(KX499445); TN-BR, SP / Brasil (KX499446); VI-BR, SP / Brasil (KX499447); MS-BR, SP / Brasil (KX499448); RC-PE, PE / Brasil (KJ704369); Pet-1, PE / Brasil
(DQ680141); Pet-2, PE / Brasil (DQ680142); Pet-3, PE / Brasil (DQ062152); Pet-4, PE / Brasil (AY753208); 1S2, RS / Brasil (HM059034); NY1, EUA
(NC_004667).
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Os resultados revelaram que a diversidade genética, previamente relatadas para
destes dois virus em diferentes paises viticolas, também foi observada no Brasil, e esta
informacéo deve ser levada em consideracdo nas avaliacbes de expressdo de sintomas e
nas indexagdes bioldgica e molecular. As altera¢cdes mais marcantes foram observadas nas
sequéncias de nucleotideos, pois as sequéncias de aminoacidos deduzidos das proteinas
capsidiais tém propensdo a menor variacdo entre isolados de diferentes origens (regides
geograficas e/ou hospedeiras). A proteina do capsideo é uma proteina estrutural, assim,
fatores evolutivos poderiam restringir mutacdes e alteracdes deletérias para o virus. Isto
talvez explique a menor variabilidade de aad observada para o GSyV-1 e GLRaV-3. Por
exemplo, alteracBes na proteina capsidial podem resultar em perda de interacdo com
vetores ou fatores da planta hospedeira. Além disso, 0 GSyV-1 e GLRaV-3 tém a videira
como unica hospedeira natural conhecida, o que restringiria ainda mais a perpetuagfes de
possiveis alteragdes (CATARINO et al., 2015).

A presenca de sete patdgenos (virus e viroides) de oito avaliados, infectando videiras
de diferentes cultivares em vinhedos de S&o Roque pode ser devida a redistribuicdo e
plantio, de materiais propagativos infectados a partir de outras regides produtoras de uva no
Brasil ou mesmo de outros paises, via importacdo. Quanto a variabilidade genética dos dois
virus analisados, verificou-se no geral, altas identidades de aminoacidos deduzidos entre os
isolados coletados em S&o Roque e em outras regibes de cultivo da videira no Brasil,
enfatizando a validade da hipétese sobre possiveis fontes comuns de materiais propagativos
de videira infectados utilizados no pais. Cinco isolados de GSyV-1 de Sdo Roque (Sudeste
do Brasil) compartiiham 96,6-100% de identidade de aad com trés isolados de Bento
Gongcalves (Sul do Brasil) (codigos de acesso no GenBank na Tabela 12) e seis isolados de
GLRaV-3 de S&o Roque compartilham 94,2-100%, de identidade de aad com cinco isolados
de Pernambuco (GenBank KJ704369, DQ680141, DQ680142, DQ062152, AY753208) e um
de Bento Goncalves (GenBank HM059034)(Tabela 13).

Entretanto, também foi demonstrada a existéncia de expressiva variabilidade no
gene CP de alguns isolados de GSyV-1 e GLRaV-3, infectando diferentes de cultivares de
videira, tais como os isolados REB-BR, TR1-BR e TR2-BR de GSyV-1 e Pet4 e I1S2 de
GLRaV-3 (previamente caracterizados). Além disso, foi mostrado pela indexacdo e
sequenciamento que os virus e viroide estavam infectando 106 de 119 amostras analisadas,
de 32 diferentes gendtipos de videira que incluiram cultivares de uvas americanas (V.
labrusca), uvas européias (V. vinifera), hibridos interespecificos e porta-enxertos.

A determinacao da identidade de agentes patogénicos é importante ndo apenas para
fins taxondmicos, mas também constitui um requisito essencial para o desenvolvimento de
espectro mais amplo e preciso dos métodos de deteccao (OLMOS et al., 2016). O

levantamento e a caracterizagdo molecular com base nos métodos de RT-gPCR e PCR
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convencional permitiu detectar e avaliar a variabilidade genética e a distribuicdo geografica
dos patdgenos virais e viroidal em uma &rea de cultivo restrita a um municipio de videira na
Brasil, fornecendo informagfes valiosas para a implementagdo regional de determinadas
praticas para controlar ou manejar as doengas virais, tais como monitoramento da
transmissao por vetores em vinhedos e estabelecimento de novos vinhedos com materiais

propagativos livres de agentes patogénicos.

5.6. Analise das respostas obtidas nas entrevistas com os produtores

A vitivinicultura brasileira comecou com a chegada dos colonizadores portugueses.
No entanto, somente com 0s imigrantes italianos, no final do século XIX e inicio do século
XX, que a producéo de uvas e vinhos se tornou economicamente importante para o pais
(GUERRA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2015). O desenvolvimento da producdo de uva no
estado de S&o Paulo contou com a influéncia da cultura italiana e de seus costumes, dos
conhecimentos técnicos tradicionais sobre a conducédo das videiras e do trabalho em familia
(VERDI et al., 2011). De uma maneira geral, as vinicolas se aproveitavam da méao de obra
familiar, contratando esporadicamente funcionarios de fora da familia. Em S&o Roque nédo
foi diferente. As familias que cultivam a uva e elaboram o vinho no municipio, atualmente,
sdo de origem italiana ou portuguesa. A viticultura no municipio de Sdo Roque ganhou
expressao nas primeiras décadas do século XX. Algumas das propriedades viticolas do

municipio estdo em atividade desde a década de 1930 (Tabela 13).

Tabela 13. Caracterizacdo dos produtores em relacdo ao ano em que a familia iniciou o plantio de
uva e a elaboracgéo de vinho na regido de Sédo Roque/SP.

Ao Cultivo de uva Elaboracgéo de vinho
(n° de estabelecimento) (n° de estabelecimento)

Anterior 1930 2 1
1930 até 1940 3 3
1941 até 1950 4 2
1951 até 1960 1 2
1961 até 1980 1 1
1981 até 2000 0 1
2001 até 2010 2 1
Apos 2011 0 2
Total 13 13

Na entrevista com os produtores, observou-se que das treze propriedades, dez nédo

interromperam suas atividades em nenhum momento desde a sua fundacéo. Naquelas onde
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houve interrupgéo, uma ficou de 1938-1946 e outras duas ficaram de 1980-1990 sem
exercer a atividade. Os motivos que forcaram a paralizacdo nas atividades com uva e vinho
durante os periodos mencionados, foram variados. Problemas como o aparecimento de
pragas, a opuléncia da cafeicultura em detrimento da viticultura, reflexos da crise econémica
de 1929 e geadas que ocorreram na da primeira metade do século XX constituiram
obstaculos para os produtores de uva e vinho no inicio do século passado no estado de S&o
Paulo (VERDI et al.,, 2011). A partir do final da década de 70 problemas como a baixa
produtividade e a especulagcéo imobiliaria, diminuiram o nimero de vinicolas existentes em
Sdo Roque de 116 para apenas 14 (OLIVEIRA, 2004; VERDI et al. 2011). De qualquer
maneira, alguns produtores retomaram as atividades a partir de 1990 e outros iniciaram
ap6s 2000, mostrando certa retomada do setor.

Segundo Verdi et al. (2011) é predominante, no estado de S&o Paulo, a producédo de
uvas em pequenas propriedades. Ainda segundo esses autores, 0s municipios de Jundiai,
Jarinu, S&o Roque e Sao Miguel Arcanjo possuem a maioria das propriedades produtoras
de uva com éarea de até 5 hectares. Nos municipios com maior concentragdo de
propriedades produtoras de uva, Sdo Miguel Arcanjo e Jundiai, a predominancia das
propriedades com areas inferiores a 20 ha € bastante expressiva, atingindo 90% do total. No
atual estudo foi constatado que 69,23% das propriedades produtoras de uva e vinho em S&o
Roque apresentam area de até 10 hectares (Figura 26). Em muitas dessas propriedades o
cultivo de uva divide espago com outras culturas (Figura 27).

®1a5ha

®"5a10ha
“11a15ha
®15a 20 ha
21a2iha

[28)

=]

® ndo informado

1 1

U I

1a5ha Gallha 11a15ha 15a20ha 21a25ha ndo
informado

[

Figura 26. Tamanho em hectares das propriedades viticolas de uva e vinho no municipio de Sdo
Roque/SP.
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Figura 27. Representacdo gréafica da distribuicdo da area (em hectares) das propriedades cultivada
com videira e outras culturas.

Segundo Sato (2010), a elaboracdo de vinho no estado de S&o Paulo ocorre
principalmente, de forma artesanal, utilizando cultivares americanas, cv. Isabel e Bordé.
Entretanto, Sdo Roque e outros municipios paulistas produtores de vinho, passaram a
depender muito da uva e do vinho trazidos do Rio Grande do Sul. No entanto, das treze
propriedades pesquisadas, nove apresentam vinhedos préprios, que sdo importantes para o
enoturismo nessas propriedades. Além disto, os agricultores também tém obtido fonte
adicional de renda com a venda de produtos in natura e produtos elaborados
artesanalmente nas propriedades para os turistas.

Assim, das nove propriedades com vinhedos, quatro possuem producao prépria de
uva para vinificagdo, sendo que em duas propriedades a producdo propria € expressiva
(Tabela 14). Atualmente ha uma tendéncia dos produtores de Sdo Roque visarem a
autossuficiéncia, eliminando a dependéncia de uva e vinho adquirida no Sul do pais. A
tabela 15 também mostra que em todas as propriedades ha predominancia de vinhedos com

cultivares americanas de uva.
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Tabela 14. Caracterizacao do numero de propriedades (em porcentagem) em relacdo a producao
propria, e de terceiros, além de uvas americanas e finas (%).

Participacéo

Utilizacdo de uva

Vinhedos com

Vinhedos com

Localidade dauva produzida por cultivares cultivares
propria terceiros para americanas de uvafina
na producao vinificacao

Propriedade 1 0 0 0 0
Propriedade 2 2 98 40 60
Propriedade 3 70 30 100 0
Propriedade 4 0 100 99 1
Propriedade 5 0 100 100 0
Propriedade 6 10 90 100 0
Propriedade 7 100 0 40 60
Propriedade 8 0 100 100 0
Propriedade 9 0 100 0 100
Propriedade 10 0 100 100 0
Propriedade 11 0 100 100 0
Propriedade 12 0 100 100 0
Propriedade 13 0 100 100 0

As uvas adquiridas de terceiros para elaboracdo de vinho e derivados sao originarias

de municipios dos estados de Sdo Paulo e do Rio Grande do Sul, sendo que a maioria dos

fornecedores € proveniente do municipio de Flores da Cunha (RS) (Figura 28).
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Figura 28. NUmeros de municipios e de fornecedores de uva e derivados por municipio (em %) para
os produtores de Sao Roque, SP.

No ambito da producédo industrial de vinho no estado de S&o Paulo, as grandes
empresas também demonstram interesse em reativar a producdo de uva para
processamento, numa estratégia que visa a diminuicdo da dependéncia paulista por uva e
vinho importados do Rio Grande do Sul.

Outra tendéncia observada é que algumas vinicolas paulistas estdo investindo na
producdo de uvas de Vitis vinifera e hibridas, desenvolvidas por institutos de pesquisa, para
produzir vinhos finos ou de melhor qualidade. A revitalizacdo do setor fez com que S&o
Roque tentasse mudar a imagem de ser uma cidade conhecida pelo vinho comum e doce
de garrafdo. Em Sao Roque, o vinho seco da cv. BRS Lorena, produzido pela Vinicola Gées,
vem ganhando conceito e mercado, assumindo um papel referencial na regidao (PROTAS;
CAMARGO, 2011). Essa vinicola produz 10% de vinhos finos com 100% de uva prépria,
cultivada na propriedade de 90 hectares. S6 essa propriedade investiu 3 milhdes de reais no
desenvolvimento da produgéo de frutas, iniciado em 2001. H& alguns anos, a empresa
iniciou o processo de exportacdo para o Reino Unido, Angola, China e Portugal. Segundo a
Vinicola Gées, a exportagéo representa 3% do faturamento da empresa.

O valor dos produtos vendidos no municipio de S&do Roque varia entre R$ 5,00 e R$
6,00 para o quilo de uva; e R$ 5,50 e R$ 100,00 para a garrafa de vinho; e R$ 7,00 e R$
17,50 para suco. De acordo com a avaliacdo dos produtores, os vinhos vendidos na “Terra
do Vinho” sdo considerados de boa qualidade, e o crescimento da producao no periodo de
2005-2009 teve uma variacao de até 40%, e entre 2010-2014 foi de até 100%.

As acdes voltadas a estruturacao do turismo ligado a producdo de uva e vinho tém

contribuido para o aumento do interesse pelos produtos vitivinicolas. O enoturismo ocorre
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com a visitacdo de vinicolas e parreirais, ligando a degustacédo de produtos as atividades
culturais, como cursos sobre vinhos e gastronomia (SATO, 2010). Visando a revitalizacdo do
setor vitivinicola no municipio de S&o Roque, a parceria entre o Sindicato de Produtores de
Vinho (Sindusvinho) e a prefeitura municipal organizou o “Roteiro do Vinho, Gastronomia e
Lazer”, que recebeu 70 mil turistas em 2009. O Roteiro do Vinho é formado pela Estrada do
Vinho, Estrada dos Venancios e Rodovia Quintino de Lima. Nesse roteiro é possivel
encontrar restaurantes portugueses e italianos, cantinas, adegas, pousadas e locais onde se
pode comprar salames, queijos, compotas, doces caseiros, e 0s vinhos da regido. Segundo
Verdi et al. (2011) essas ac¢les favorecem a manutencdo dos produtores na atividade rural,
pois eles resistem a pressdo imobiliaria de venda de suas propriedades para a construcao
de condominios e chacaras de veraneio.

Das treze propriedades pesquisadas, 69% estdo localizadas na rota do vinho e 92%

possuem acesso ao asfalto, facilitando o enoturismo na regido (Figura 29).
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Figura 29. Numero de propriedades produtoras de uva e vinho que possuem acesso ao asfalto e que
estdo localizadas na Rota do vinho.

Os responsaveis pela administracdo dessas propriedades na atualidade sao os filhos
e netos dos fundadores das vinicolas. A tabela 15 mostra que a maioria (53,8%) desses
administradores é relativamente jovem, na faixa etaria de 33 a 50 anos e possuem formacao
universitaria (Figura 30). Esta transi¢cdo despertou uma visdo inovadora sobre a atividade da
uva e do vinho no municipio, e 0s novos administradores investiram em novos
equipamentos, mudanca de rétulos e diversificacdo dos produtos, ampliagdo da estrutura

fisica com instalacdo de restaurantes, cantinas e lojas para venda de produtos a varejo.
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Tabela 15. Caracterizacdo dos produtores de uva e vinho de S&o Roque quanto a faixa etaria

Faixa etaria Quantidade (n°) Porcentagem
33 até 40 anos 4 30,8%
41 até 50 anos 3 23%
51 até 60 anos 2 15,4%
61 até 70 anos 2 15,4%
Acima de 71 anos 2 15,4%
Total 13 100%

m Ensino Fundamental
® Ensino Médio
® Ensino Técnico/Tecnoldgico

Ensino Superior

Figura 30. Grau de escolaridade dos produtores de uva e vinho em S&do Roque (SP).

Segundo a ABE (Associagdo Brasileira de Enologia), a formacao de profissionais de
enologia deve acompanhar o desenvolvimento da produc¢éo de uva e vinho no Brasil. Além
de melhorias em instalacdes e equipamentos atualmente também ha em S&o Roque a
preocupacdo com o aperfeicoamento dos funcionéarios ligados a propriedades vitivinicolas.
Entre os treze entrevistados, oito relataram que tém consciéncia dessa necessidade e
disponibilizam treinamento para seus funcionarios de campo e da vinicola. Entretanto,
escolas que fornecam esse tipo de capacitagdo ainda sé&o escassas no Brasil.

O Brasil conta com apenas trés Institutos Federais (IFRS, IF Sul - RS, IF Sertéo -
PE) e uma Universidade Federal (Unipampa - RS) ofertando cursos superiores na area de

Viticultura e Enologia. No primeiro semestre de 2013 foi iniciado o Curso Superior de
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Tecnologia em Viticultura e Enologia em S&o Roque no Campus do Instituto Federal.
O curso tem como obijetivo principal suprir a necessidade de méo de obra qualificada para a
producdo de uva e elaboracdo de vinho, bem como formar profissionais para gerenciar
empreendimentos vinicolas e desenvolver atividades complementares tais como a
gastronomia e o enoturismo.

Todos os produtores pesquisados disseram ter conhecimento de que o Instituto
Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia de S&o Paulo - Campus S&o Roque (IFSR)
possui o Curso de Viticultura e Enologia. Todos também relataram considerar boa a atuacéo
dos professores e profissionais dessa instituicdo na divulgacdo de informacfes sobre uva e
vinho em Sao Roque. Entretanto, eles também declararam que o IFSR poderia incrementar
a colaboragdo com os produtores, e deram algumas sugestdes: 1) Disponibilizar um
laboratorio na instituicdo para analise do vinho produzido em S&o Roque; 2) Formar
profissionais para elevar o nivel da mao de obra especializada; 3) Investir em pesquisa e
desenvolvimento direcionados a produgdo de uva e vinho; 4) Abrir vagas para o curso de
Viticultura e Enologia no periodo noturno; 5) Realizar minicursos para profissionais que
trabalham no campo; 6) Realizar curso de curta duragéo para funcionarios e cantineiros
ligados a vitivinicultura do municipio; 7) Disponibilizar aos produtores de uva e vinho curso
sobre o uso correto de defensivos agricolas.

Entretanto, o apoio técnico aos produtores do municipio passou por varios momentos
distintos. Os entrevistados disseram que, no passado, esse apoio vinha dos préprios
produtores viticolas e dos estabelecimentos que comercializavam produtos agricolas. Ainda
segundo os entrevistados somente a partir de 1936 a vitivinicultura recebeu apoio técnico da
Secretaria de Agricultura do Estado de S&o Paulo. A viticultura do municipio de Sdo Roque
ganhou avancgos técnicos com a chegada do endlogo italiano Anténio Maria Picena, em
1950, que implementou alguns métodos de producdo de uva e plantio da videira e
elaboragéo de vinho (SANTOS, 1938). Assim na, década de 1950, mais de 116 vinicolas se
encontravam instaladas na regido ao identificarem a potencialidade da cidade como grande
centro produtor de vinho, inclusive intitulando a regido como a Terra do Vinho (COBELLO;
VERDI, 2010). Atualmente o apoio aos produtores vem do Sindicato da Industria do Vinho
de S&o Roque (SINDUSVINHO) e do Sindicato Rural. Produtores entrevistados declararam
ainda que ndo houve visita de técnico da APTA (Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegécios) em suas propriedades. Entretanto, eles também relataram que a UPD
(Unidade de Uva e Vinho) poderia colaborar com os produtores, e deram algumas
sugestdes de como isso poderia ser implementado: 1) Revitalizacdo e melhoria do plantio de
videiras no estado de Sao Paulo; 2) Colaboracédo entre o técnico e o profissional do campo,

guando o produtor necessitar; 3) Retomada da UPD (Unidade de Uva e Vinho) no municipio
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de S&o Roque; 4) Construcdo de um site para dar assisténcia técnica via internet; 5)
Disponibilizacdo de minicursos sobre plantio de videiras e elaborag&o de vinhos.

Segundo Marin (2008), o Estado de S&o Paulo apresenta solos propicios ao cultivo
da videira e condi¢Bes climaticas similares as diversas regides tradicionais de producao de
vinhos finos no mundo, indicando alto potencial para expanséo da vitivinicultura no Estado.
Dos treze produtores entrevistados, dez consideraram o clima e o solo de Sdo Roque bons
para o plantio da videira, dois disseram ser ruins e um relatou ser étimo.

Além dos fatores citados acima, a regido de Sdo Roque também tem varios outros
fatores favoraveis a retomada da atividade vitivinicola, pois além de sua origem colonial e
cultural, é reconhecida como uma das regides pioneiras na elaboracéo de vinho e conhecida
nacionalmente como a “Terra do Vinho”. Outro fator importante para a revitalizacdo do setor
€ a posicao estratégica do municipio, situado entre Jundiai e S&o Miguel Arcanjo, dois dos
maiores municipios produtores de uvas do Estado, e distante apenas 60 km da capital
paulista, maior mercado consumidor de vinhos no Brasil.

Entretanto, os produtores também apontaram alguns problemas a serem superados.
Eles alegaram que os principais problemas para a producdo de uva na regido sdo a
incidéncia de doencas, pragas, pombos, passaros e formigas, dificuldade em contratar mao
de obra especializada e especulacdo imobiliaria.

Dentre os principais problemas fitossanitarios da cultura da videira, apontado por
nove produtores, estdo os fungos, em seguida, a cochonilha Pérola da terra, conforme relato
de por quatro produtores. Contudo, quando o0 assunto séo as viroses, apenas dois dos treze
entrevistados relataram algum conhecimento sobre este tipo de doenca, sua disseminagéo e
sintomas, com destaque para o enrolamento das folhas. Dois entrevistados relataram ter
tido problemas devido as viroses em seus plantios. Em caso de infecgdo por virus no
plantio, situacdo colocada na entrevista, seis produtores disseram que continuariam com o
plantio da mesma maneira, quatro mencionaram que eliminariam a cultura infectada e trés
procurariam por recomendagdes técnicas especializadas.

Um dos métodos de prevencgédo utilizado contra as pragas, passaros e granizo é o
uso da tela de protecéo, adotada por dez produtores. O controle quimico nas propriedades
avaliadas é realizado com inseticidas, fungicidas, acaricidas e outros defensivos, conforme

detalhado na Figura 31.



64

Figura 31. Grafico com produtos quimicos e comerciais utilizados no controle de pragas e doencas
da videira pelos produtores no municipio de Sao Roque, SP.

A periodicidade de aplicacdo dos defensivos agricolas na cultura da videira varia de
gquinzenalmente a trés vezes por semana conforme resposta dos produtores entrevistados
(Figura 32).
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Figura 32. Periodicidade de aplicacdo de defensivos agricolas nas propriedades viticolas de Sé&o
Roque, SP.
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Quando os produtores foram questionados sobre a visdo do setor que eles tinham no
passado, a resposta foi objetiva. Foi uma época dificil, era elaborado vinho colonial, vendia-
se pouco, mas um vinho “de certa qualidade”. Ja a visdo de futuro é bastante positiva, todos
acreditam que o investimento no aprimoramento do vinho, dando continuidade a tradicdo, a
divulgacdo do produto, ao investimento em estrutura fisica, e enoturismo e ao langcamento
de vinhos de uvas viniferas cultivadas na regido viabilizariam o potencial desenvolvimento
do setor.

Uma forca que os produtores possuem € a participacdo em grupos de discusséo
sobre uva e vinho, e a participacdo de doze produtores no SINDUSVINHO, seis na Camara
Setorial e nove no Roteiro do Vinho. Todos os produtores apontam que para promover a
producdo de uva e vinho no municipio de S&o Roque, € preciso que 0 governo conceda
incentivos para o plantio da videira no estado de Séo Paulo, realize mais investimentos na
Festa da Uva e conceda isengcdo ou diminuicdo do valor de impostos para produtos
derivados da uva cultivada no estado de S&o Paulo.

VERDI (2007) relata que o Governo do Estado de S&o Paulo, por meio da Secretaria
da Agricultura e Abastecimento, e o Instituto Paulista de Vitivinicultura, também tém
apresentado sugestdes importantes para o desenvolvimento do setor. As instituicdes
estaduais firmaram um “Protocolo de Inten¢des”, tendo por objetivo estabelecer cooperacao
destinada ao planejamento e implementagdo do “Programa Paulista de Desenvolvimento

Vitivinicola — Pré-Vinho”.
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6. CONCLUSOES

v O levantamento e a caracterizacdo molecular, com base nos métodos utilizados,
permitiram detectar e avaliar a variabilidade genética e a incidéncia dos patégenos

virais e viroidais que ocorrem em cultivos de videira no municipio de S&o Roque, SP;

v As informacdes geradas sao valiosas para a implementacdo regional de
determinadas praticas de manejo visando controlar as doencas virais, tais como
monitoramento das transmissdes por vetores em vinhedos, e 0 estabelecimento de

novos vinhedos com materiais propagativos isentos de virus e viroides;

v' Constatou-se, pela primeira vez, a ocorréncia do GSyV-1 infectando videiras em

vinhedos comerciais no Brasil;

v Verificaram-se diferencas de resultados entre técnicas de diagnostico, e constatou-se
a existéncia de variabilidade genética entre isolados dos virus GSyV-1 e GLRaV-3;

v' A sanidade dos vinhedos amostrados (com relagdo as infec¢des virais e viroidal)
pode ser considerada ruim, o que evidencia a necessidade de adogdo de medidas de

manejo/controle na regido, como o uso de materiais propagativos e mudas sadias;

v' As cochonilhas viruliferas poderiam estar atuando como vetoras de virus nos

vinhedos amostrados;

v' As informagfes levantadas nas entrevistas com os produtores, sobre a realidade
atual da producéo de uva e vinho em Sao Roque/SP, poderiam ser utilizadas em prol
do setor, por exemplo, se incorporadas e aplicadas no ambito de estruturas

curriculares do curso de Viticultura e Enologia (IFSP- Campus Sao Roque);

v" Os resultados obtidos neste trabalho, se repassados aos produtores, poderdo
contribuir para a tomada de decis6es mais adequadas e vinculadas a realidade do
setor, visando incrementar as atividades vitivinicolas na regido, e influenciar

positivamente alguns elos da cadeia de producéo de uva e vinho em Sao Roque.
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Questionario para produtores de Uva, Vinho e Suco

| — IDENTIFICACAO DO PRODUTOR

1) Nome da propriedade:

2) Nome do proprietario/produtor (a):

3) Idade: 4) Grau de escolaridade:

5) Formacéo profissional:

6) Municipio: 7) Telefone:

Il - CARACTERIZACAO DA PROPRIEDADE

1) Area total da propriedade? ha area plantada: ha  area com uva: ha.
2) Local: 3) Acesso de asfalto: () sim () ndo

4) Esta localizada na rota do vinho ( )sim () ndo
5) Tem outras propriedades com uva? Quantas:

Naregidio: _ Areatotal:___ _ha &rea com uva total: ha N° estabelecimentos
Municipios:

Noestado: _ Areatotal_ ha &reacom uva: ha N° estabelecimentos
RS: Areatotal:  ha areacomuva: ha N° Estabelecimentos
Outros: Area total: ha areacomuva: ha N° Estabelecimentos

[l - CARACTERIZACAO DA FAMILIA

1) Desde quando a sua familia pratica a agricultura na regiao? De onde vieram

2) Quando a familia comecgou a produzir uva e vinho?

3) Houve interrupgdo na atividade:
comercial ( )sim ( )néo voltada para o consumo préprio? ( )sim () nao

De até De até

4) Vocé diria que esta interrupgao aconteceu por qual motivo?

( )climatico ( )econdbmico ( )patogenos ( )pragas ( )solo ( )outros

5)Se interrompeu, porque houve a retomada da atividade? Qual o ano?

6) Quando vocé passou a ser responsavel pela atividade na propriedade? Fez mudancas? Quais?
IV — CARACTERIZACAO DA PRODUCAO DO VINHO

1)Vocé elabora um destes produtos? Informe quanto representa do percentual da sua renda e o volume

produzido:

Vinho: ( )sim___ % ( )néo % daRenda litros
Suco: ( )sim____ % ( )ndo % daRenda litros
Uva: ( )sim % ( )néo % daRenda Toneladas

2) Qual o percentual (%) de producéo propria e de terceiros da uva que usa?

Propria: % Terceiros: %




3) Quais as variedades do plantio de uva em sua propriedade?
() Americanas % () Europeias %

4) Quantas cultivares diferentes produz?

Cultivares/para elaboracao de:

()Bordo___ % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto__ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( )CabernetFranc ___ % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto___ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
() Cabernet Sauvignon____ % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto__ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( )Chardonnay __ % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto___ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( )Concord___ % ( )vinhobranco % ( )vinhotinto % ( )suco___ % ( )uvainnatura____ %
( )lIsis___ % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto__ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) Isabel % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto__ % ( )suco___ % ( )uvainnatura___ %
( )Lorena___ % ( )vinhobranco % ( )vinhotinto % ( )suco % ( )uvainnatura___ %
( ) Malbec _ % ( )vinhobranco__ % ( )vinhotinto_ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) Marselan % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto__ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) Merlot % ( )vinhobranco__ % ( )vinhotinto_ % ( )suco___ % ( )uvainnatura___ %
( ) Moscato Branco__ % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto__ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) Nidgara Branca___ % ( )vinhobranco___ % ( )vinhotinto___ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) NidgaraRosada % ( )vinhobranco__ % ( )vinhotinto__ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) PinotNoir__ % ( )vinhobranco__ % ( )vinhotinto__ % ( )suco__ % ( )uvainnatura___ %
( ) Sauvignon Blanc __ % ( )vinhobranco____ % ( )vinhotinto__ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) Syrah % ( )vinhobranco__ % ( )vinhotinto_ % ( )suco___ % ( )uvainnatura___ %
() TourigaNacional ___ % ( )vinhobranco____ % ( )vinhotinto___ % ( )suco____ % ( )uvainnatura___ %
( ) Violeta % ( )vinhobranco__ % ( )vinhotinto__ % ( )suco__ % ( )uvainnatura___ %
() Outras % Quais:
5) Em caso de producéo de terceiros, qual a origem?
Municipio: Estado: Quantidade:
6) Tem interesse na producéo de vinho orgénico? ( )sim ( )néo
7) Precisaria de uma orientagao/apoio técnico? ( )sim ( )néo

V — ASPECTOS TECNICOS
1)Como avalia a tipo de solo e de clima na sua propriedade para a produ¢éo de uva?
( YRum ( )Boa ( )Otima

2) Quais os principais problemas técnicos para producao de uva na regiao?

3) Tem conhecimento de quais doencas (agente causal) mais afetam o cultivo da uva?
( )Bactérias ( )Fungos ( )Virus ( ) Outros — Qual?

4) Tem conhecimento sobre virus? ( )sim ( )néo
5) Reconhece os sintomas apresentados em geral, pelas videiras? ( )sim () nado

6) Em caso positivo, cite alguns sintomas apresentados?

7) Sabe como os patdgenos se disseminam? ( )sim ( )néo
8) Ja teve ou tem problemas com virus na sua produgdo? ( )sim ( )nao
9) Em caso positivo, qual o destino das plantas infectadas?

() Continua com o plantio mesmo com sintomas ( ) Descarte ( )Procura auxilio especializado ( ) Queima

10) Tem conhecimento de quais pragas mais atacam as suas cultivares?
11) Qual o tipo de produto é usado para o controle quimico das pragas e doengas em suas videiras?

12) Com que periodicidade é realizado este controle quimico?

13) Existem telas de protecao contra inseto ou outros animais instaladas? ( )sim ( )nao
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14) Ha algum tipo de treinamento para os profissionais?

No campo: ( )sim ( )néo Na vinicola/envasamento:  ( )sim ( )nao
15) Quem realiza este treinamento? Pessoal: ( ) préprio () contratado

16) Quais as recomendacdes fitossanitarias utilizadas?

VI — APOIO TECNICO

1) Qual o apoio técnico que recebeu no passado e no presente?

2) Frequenta ou recebe visita de alguém da Unidade de Pesquisa de Uva e Vinho (UPD - APTA)?

3) Tem conhecimento que o Instituto Federal de S&o Paulo — campus S&o Roque (IFSR) possui curso de
graduacgdo em Viticultura e Enologia? ( )sim ( ) né&o

4) O que acha que o IFSR e a UPD podem fazer para os produtores de Uva e Vinho?

IFSR:

UPD:

5) Como avalia a atuagdo do IFSR na promogéo da uva e vinho em S&o Roque?
( )Rum ( )Boa ( )Otima
VIl - ORGANIZACAO SOCIAL

1)Vocé participa de algum grupo de discusséo da atividade Uva e Vinho? ( )sim ( )néo

Qual? () Camara Setorial ( ) Roteiro do vinho ( ) Sindusvinho ( ) Outros: Qual?

2) Como comegou o circuito do vinho? Quem participava?

3) O que fazer para promover a produ¢éo do vinho em Sao Roque?

VIl = COMERCIALIZACAO E QUALIDADE

1)Qual o valor dos produtos vendidos (em reais) por litro ou tonelada?

Uva: R$ (mais caro) Data / /
R$ (mais barato) Data / /
Vinho: R$ (mais caro) Data / /
R$ (mais barato) Data / /
Suco: R$ (mais caro) Data / /
R$ (mais barato) Data / /

2) Qual percentual (%) vendido na sua propriedade?

3) Importancia em percentual (%) renda proveniente do: ( )turismo__ %

Producdode: ( )Vinho__ % ( )Suco__ % ( )Uva_ %

4) Como estima 0 % de crescimento da sua renda proveniente da uva e derivados, nos ultimos dez anos?
% (2005 a 2009) % (2010 a 2014)

5) Qual a sua visdo do passado e do potencial desenvolvimento futuro?

6) Como vocé e outros produtores de S&o Roque avaliam a qualidade do suco e do vinho produzido aqui?
Vocé:

Qutros:

7) Querem melhorar a qualidade ? ( )sim () néo
8) Quanto perdeu da producéo pelas viroses (porcentagem/producgéo/reais)? Quando foi a Gltima safra com
perda?
% Uva % Renda com uva % Renda com vinho e suco
% Renda da propriedade Perdaem R$: Data: / /
OBSERVACAO
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Cidade:

Data da entrevista: de de 201....

Assinatura do produtor (a)

Assinatura do entrevistador (a)
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