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RESUMO

A cultura da videira € praticada em diversas regides do Brasil, sedo que os vinhedos
ocupam uma area de, aproximadamente, 80.000 hectares no pais, com uma
producdo anual de cerca de 1.400.000 toneladas. Por ser propagada
vegetativamente, a videira € suscetivel a infec¢cdes por patégenos, entre eles, os
virus, ocasionando danos significativos a producéo e a qualidade da uva, refletindo
em prejuizos econdmicos. O complexo do lenho rugoso é formado por Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), familia Betaflexiviridae, género
Foveavirus, ndo transmissivel mecanicamente e cujo vetor ndo € conhecido.
Também sdo causadores desta doenca os virus Grapevine virus A (GVA) e
Grapevine virus B (GVB), ambos da familia Betaflexiviridae, género Vitivirus,
transmitidos por cochonilhas. Outro virus que infecta videiras causando a doenca do
enrolamento da folha sdo Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-2) da familia
Closteroviridae, género Closterovirus, cujo vetor € desconhecido, Grapevine leafroll-
associated virus (GLRaV-3) da familia Closteroviridae, género Ampelovirus e
Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV-4); transmitidos por cochonilhas. A
doenca da degenerescéncia da videira tem como agente causal Grapevine fanleaf
virus (GFLV), da familia Secoviridae, género Nepovirus, transmitido por nematoides.
O virus Grapevine fleck virus (GFkV) é responsavel pela virose da Mancha das
nervuras e pertence a familia Tymoviridae, género Maculavirus e seu vetor é
desconhecido. O objetivo desta Monografia foi identificar a diversidade e a incidéncia
dos virus que infectam videiras no Brasil por meio de RT-PCR em tempo real.
Novecentos e vinte e quatro amostras foram obtidas de diferentes regiées do Brasil.
Os RNAs totais das amostras foram extraidos através do método de adsorcdo em
silica, e posteriormente analisados por meio de RT-PCR em tempo real. Nas plantas
avaliadas, a incidéncia de GVA foi 30,3%, GVB 3,5%, GFkV 26,4%, GRSPaV 36,1%,
GLRaV-2 18,4%, GLRaV-3 9,1% e GLRaV-4 69%. A técnica de RT-PCR em tempo
real mostrou-se adequada para o diagnostico das sete espécies virais em um grande
namero de amostras. A proposicao de técnicas de manejo e controle mais eficientes
para os virus deve ser considerada, além da utilizacdo de material propagativo sadio
para plantio nos vinhedos.

Palavras-chave: Viroses; Videiras; Fitossanidade; Diagndstico; RT-PCR em tempo
real.
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1 INTRODUCAO

A videira, pertencente a familia Vitaceae e ao género Vitis, tem sido cultivada
ha milhares de anos e esta difundida em todos os continentes. No Brasil, os
vinhedos ocupam uma area de, aproximadamente, 80.000 hectares, com uma
producéo anual de cerca de 1.400.000 toneladas (REETZ et al., 2015). Na viticultura
brasileira utiliza-se uma ampla variedade de cultivares, sendo mais de 120 cultivares
europeias (Vitis vinifera L.) e mais de 40 cultivares americanas (Vitis labrusca L.)
(CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011). A introducdo recente de novos
materiais de videiras tem aumentado a diversidade e a qualidade da uva, porém,

estes normalmente tém apresentado maior suscetibilidade a diversos patégenos.

A maioria dos agentes patogénicos invade o interior das plantas através da
superficie foliar, como ocorre com alguns fungos, ou através da superficie radicular,
como os nematoides, através de ferimentos, a exemplo dos fungos, virus, bactérias
e nematoides e através dos estdmatos, como fungos, bactérias e virus (CAMPOS;
RESENDE; SILVA, 2011).

Atualmente sdo conhecidas cerca de 60 espécies de virus capazes de infectar
videiras, 0s quais constituem importante ameaca a vitivinicultura (BASSO et al.,
2014). Esta perspectiva € decorrente da forma de transmissdo destes patdogenos,
realizada por meio de propagacdo vegetativa, insetos vetores e, em alguns casos,
mecanicamente (MALIOGKA et al.,, 2015). At¢é o momento ndo ha comprovacao
cientifica da transmissdo viral por instrumentos usados no manejo da videira, a

exemplo de tesouras de poda.

Com os avanc¢os nos métodos de deteccdo dos virus e agentes subvirais,

verificou-se que a maioria das ocorréncias desses patbgenos em videira ocorre na
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forma de infecgcBes mistas, sendo este mais um desafio para o diagnostico e o
controle das doencas resultantes. Estas viroses causam grande impacto econdmico
pela reducdo no rendimento, na qualidade e longevidade dos vinhedos (BASSO et
al., 2010a).

Os unicos métodos de controle aplicados para as viroses da videira, baseiam-
se em estratégias de prevencdo, por meio da utilizacdo de material propagativo
(mudas, estacas ou gemas) comprovadamente livre destes patdégenos (LIMA, 2009).
Uma vez infectada, € impossivel curar a planta adotando-se métodos tradicionais,
como aqueles utilizados para outros patdgenos, a exemplo de fungos e bactérias. A
obtencédo de novas plantas sadias, a partir de plantas infectadas, s6 é possivel por
meio de limpeza clonal, cultura de tecidos e termoterapia (FAJARDO et al., 2004).

O fato de a videira ser uma planta perene, com longo periodo de exposi¢cao
dos vinhedos em campo e ser propagada vegetativamente, por meio de diferentes
tipos de enxertia e por estacas, facilita a disseminacdo de patdgenos e favorece o
aparecimento de doencas complexas, pelo acumulo de diferentes espécies ou
estirpes virais em uma mesma planta ou vinhedo (FAJARDO et al.,, 2007). Uma
alternativa para aumentar o periodo produtivo dos vinhedos seria o plantio de
cultivares e/ou porta-enxertos mais tolerantes a viroses ou resistentes aos vetores,
porém, ainda sdo poucas as cultivares que apresentam estas caracteristicas
(MONIS; CONSTABLE; HABILI, 2010; BASSO et al., 2014).

Para o sucesso do setor vitivinicola, os parreirais devem ser implantados
utilizando-se mudas de plantas com qualidade certificada, considerando a origem
das plantas matrizes utilizadas para a propagacdo, acompanhadas de um
Certificado Fitossanitario de Origem, evitando com isso a disseminacédo de doencas
virais (LEAO; SOARES, 2010).

Embora nem sempre despertem a atencdo dos viticultores, os sintomas
exibidos pelas plantas infectadas por virus podem ser visualmente confundidos com
deficiéncias nutricionais ou com alteracdes induzidas por outros patégenos,
contribuindo para a disseminacao inadvertida via propagacao vegetativa (GARRIDO
et al., 2008; BASSO et al., 2014). Dependendo da combinacdo entre cultivar e
espécie viral, os primeiros sintomas caracteristicos podem ser perceptiveis somente

2 a 3 anos apos a infeccdo (LIMA; FAJARDO, 2012). Os sintomas variam com as
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condi¢cdes ambientais, estadio fenolégico da planta, praticas de manejo, fertilidade
do solo, espécie e estirpe virais e com a cultivar da videira (FAJARDO et al., 2007).
A maioria dos sintomas de viroses é facilmente reconhecivel em cultivares
suscetiveis, em especial, no final do ciclo vegetativo, antes da queda das folhas. A
Figura 1 ilustra esta situacdo e corresponde a cultivar Petit Syrah, no inicio do ciclo
vegetativo no més de setembro de 2014 e no final do ciclo, no més de abril de 2015,
infectada pela doenca viral do enrolamento da folha.

Figura 1 — Cultivar Petit Syrah no inicio (A) e final (B) do ciclo vegetativo.

Fonte: Thor Fajardo (2014, 2015)

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).

O crescente avanco no conhecimento sobre a ocorréncia de virus em videira,
a compreensédo da dinamica destes patdogenos na cultura, a pratica de indexacéo de
materiais propagativos sadios, a evolucdo dos métodos diagnosticos para deteccéo
viral e os resultados oriundos das pesquisas tém contribuido para o aperfeicoamento
do cultivo da videira. Além disso, a elucidacdo do panorama da disseminacao e
prevaléncia destes patdégenos no Brasil sdo de suma importancia para futuras
medidas de manejo visando o controle destas pragas e consequentemente diminuir

0 impacto econdémico inerente a infeccao.
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1.1 Producéo e transferéncia de materiais vegetais propagativos de videira

A Embrapa Uva e Vinho atua na melhoria da qualidade fitossanitaria das
cultivares protegidas, langadas pelo melhoramento da Unidade e as cultivares de
dominio publico, que historicamente sdo demandadas pelo setor vitivinicola
brasileiro. Essas cultivares, apdés sua introdu¢do na Embrapa Uva e Vinho, séo
submetidas a um sistema continuo de limpeza e checagem fitossanitaria, priorizando
0s principais virus que infectam a videira. Desta forma, todo o material vegetativo
disponibilizado pela Embrapa Uva e Vinho tem garantia sanitaria comprovada contra
0s principais virus que afetam a cultura (Embrapa Uva e Vinho, 2013).

Para cultivares de dominio publico, é verificada sua normalidade agronémica
e comprovada a sua identidade varietal. Depois de finalizada as etapas de
desenvolvimento, 0s materiais propagativos séo transferidos ao escritério da
Embrapa Produtos e Mercados, na cidade de Canoinhas (SC), para que sejam
registradas as plantas basicas, formando o jardim clonal de matrizes (borbulheira).
Para adquiri-las, o viveirista precisa estar com seu registro vigente no Registro
Nacional de Sementes e Mudas (RENASEM) e no Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) e solicitar a reserva de materiais. Os materiais protegidos
Embrapa (BRS Carmem, BRS Clara, BRS Cora, BRS Isis, BRS Linda, BRS Magna,
BRS Margot, BRS Morena, BRS Nubia, BRS Violeta e BRS Vitoria), séo repassados

somente aos viveiristas licenciados, através de edital (Embrapa Uva e Vinho, 2013).


http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/circular/cir050.pdf
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Diante da importancia socioecondmica da viticultura, dos efeitos danosos das
viroses e da necessidade de ferramentas de diagndéstico viral sensiveis, o objetivo
deste trabalho foi identificar a diversidade e a incidéncia de virus que infectam
videiras no Brasil por meio de RT-PCR em tempo real.

2.2 Objetivos especificos

a) extrair RNA total de novecentos e vinte e quatro amostras de videiras de

diferentes regides brasileiras;

b) analisar as amostras por meio da ferramenta de diagnostico molecular RT-

PCR em tempo real;

c) identificar os virus Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV); Grapevine virus A (GVA); Grapevine virus B (GVB); Grapevine fleck virus
(GFkV); Grapevine leafroll — associated virus 2 (GLRaV-2); Grapevine leafroll —

associated virus 3 (GLRaV-3); Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4).
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3 CARACTERIZACAO GERAL DOS VIRUS

Virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios que utilizam as estruturas
celulares de um hospedeiro para a prépria replicacdo, ndo possuindo as estruturas
celulares necesséarias para o metabolismo (FIELDS, 2002; LOPES, 2004; SILVA;
SASSON; CALDINI, 2011). Possuem uma estrutura simples, sendo o material
geneético constituido por DNA ou RNA de fita simples ou dupla, além de um capsideo
proteico que envolve o genoma viral, sendo transferido para as células hospedeiras.
Alguns virus também podem ser envelopados (LOPES, 2004; SILVA; SASSON;
CALDINI, 2011).

A maioria dos virus que infecta plantas possuem RNA de fita simples
(LOPES, 2004) e sao chamados de retrovirus, pois a enzima transcriptase reversa
permite a producédo de DNA a partir da molécula de RNA viral. Copias de RNA virais
séo produzidas a partir do DNA molde (SILVA; SASSON; CALDINI, 2011).

Ao infectar células vivas hospedeiras suscetiveis, podendo ser de animais,
plantas ou bactérias, eles aderem-se a superficie da célula e introduzem o material
genético viral. Posteriormente € produzido o &cido nucléico e as proteinas que 0s
constituem, formando uma nova particula infecciosa, replicada nestas células
(LOPES, 2004). Como consequéncia da infeccdo, os virus podem provocar
alteracdes graves no metabolismo da célula parasitada. Quando ndo estdo
infectando uma célula, sdo metabolicamente inertes (SILVA; SASSON; CALDINI,
2011). Além disso, cada espécie de virus possui diferentes cepas, diferenciadas pela

viruléncia e, consequentemente, impacto no seu hospedeiro alvo (FIELDS, 2002).
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4 DOENCAS VIRAIS QUE INFECTAM VIDEIRAS

De todas as viroses ja relatadas em videira, um grupo restrito se destaca por
sua importancia econémica em nivel mundial (BASSO et al., 2014). S&o doencas
com sintomas tipicos resultantes de infecgbes simples ou multiplas de espécies
virais das seguintes familias: a) Closteroviridae - enrolamento da folha; b)
Betaflexiviridae - lenho rugoso; c) Secoviridae - degenerescéncia da videira; d)
Tymoviridae - mancha das nervuras. No Brasil e em paises vizinhos como Argentina
e Chile, a maior relevancia é para as patologias do enrolamento da folha e do lenho
rugoso (FIORE et al., 2008; RADAELLI et al., 2009; BASSO et al., 2010b; VOLPE et
al., 2010; FIORE et al., 2011).

E comum a ocorréncia de infeccbes multiplas com virus pertencentes a
diferentes familias, causando um quadro sintomatolégico complexo e variavel
dependendo das espécies envolvidas, além de agentes subvirais, porventura
também presentes. A presenca de sintomas normalmente varia em funcéo da idade
do tecido da planta infectada, correlacionando-se, na maioria das vezes, com a
concentracdo viral, por isso, tecidos maduros, comparativamente aos jovens,
tendem a apresentar sintomas e maior concentracao viral (CABALEIRO; SEGURA,
2006; TSAIl; DAUGHERTY; ALMEIDA, 2012). Além disso, a infeccdo viral pode
acelerar o envelhecimento das plantas, inibir ou retardar a biossintese de clorofila,
devido a deterioracdo dos cloroplastos, desequilibrando as funcdes fisiologicas da
planta, interferindo no fluxo de fotoassimilados. Assim, as taxas de fotossintese
apresentam valores bem abaixo do normal, pois infec¢ces transmitidas por virus
inibem os processos fisioldgicos relacionados com a fixacdo do gas carbbénico
(SAMPOL et al., 2003; FAJARDO et al., 2004; BERTAMINI; MUTHUCHELIAN;
NEDUNCHEZHIAN, 2004; BASSO et al., 2014).
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A maioria dos virus que infectam videiras apresenta genoma constituido de
RNA fita simples, senso positivo, revestido por um capsideo, formando particulas
virais ndo envelopadas. Sem excecéo, todos esses patdgenos sédo disseminados por
meio da propagacdo vegetativa da videira e, alguns deles, através de vetores
(BASSO et al., 2014) (TABELA 1).

Tabela 1 — Principais virus que infectam videiras e seus respectivos modos de

transmissao

Transmissao Transmisséo por Transmisséo por
Virus mecanica propagagao
(inoculagéao) vetor vegetativa
Grapevine fanleaf virus (GFLV) + Nematoide +
Grapevine fleck virus (GFkV)
+
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus N
(GRSPaV) - -
Grapevine virus A (GVA) Cochonilha +
*
Grapevine virus B (GVB) +
* Cochonilha
Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2) _ +
*
Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) _ +
Cochonilha
Grapevine leafroll-associated virus 4 (GLRaV-4) _ +
Cochonilha

Fonte: Adaptado de Dubiela et al. (2013); Basso et al. (2014).

Legenda: (+) = transmissao positiva para o0 modo referenciado; (-) = transmissao
negativa para o modo referenciado; (*) = transmissdo mecanica apds varias

tentativas.



23

Quanto as taxas de diversidade e variabilidade genética, destaca-se a recente
identificacdo de novas espécies ou estirpes virais resultantes de eventos de
recombinacdo ou acumulo de mutacdes ao longo do tempo (ITO; IEKI; OZAKI, 2002;
BOULILA, 2011;). Evidéncias de coevolucdo ou adaptacéo entre espécies de virus e
a videira também ja foram relatadas, indicando a ampla disseminagdo e 0 sucesso

desses patdgenos em infectar seu hospedeiro (GAMBINO et al., 2012).

4.1 Enrolamento da folha da videira

Os virus do enrolamento das folhas da videira sdo membros da familia
Closteroviridae, sendo denominados Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-
2), género Closterovirus, cujo vetor & desconhecido e Grapevine leafroll-associated
virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), Grapevine
leafroll-associated virus 4 (GLRaV-4), género Ampelovirus, transmitidos por
cochonilhas, além de outras estirpes caracterizadas e numeradas de 1 a 9 (NAIDU;
O’NEAL; WALSH, 2008; FUCHS et al., 2009; NAIDU et al., 2014; MALIOGKA et. al.,
2015). Esta virose apresenta-se como infec¢cdes mistas de varias estirpes em uma
mesma cultivar hospedeira ou com outros virus (NAIDU; O’NEAL; WALSH, 2008),
podendo resultar de propagacdo vegetativa e enxertia entre diferentes materiais de

copa e porta-enxerto (NAIDU et al., 2014).

O enrolamento da folha da videira € a virose mais propagada no Brasil e nos
demais paises viticolas (FAJARDO, et al., 2007), sendo considerada,
economicamente, a mais destrutiva, responsavel por aproximadamente 60% das
perdas nos vinhedos devido ao baixo rendimento das videiras infectadas (NAIDU;
O’NEAL; WALSH, 2008). Os frutos produzidos por videiras infectadas possuem
desuniformidade no crescimento do cacho e das bagas, preenchimento irregular do
cacho, descoloracdo, além da reducdo do teor nutricional (MARTELLI; BOUDON-
PADIEU, 2006) (FIGURA 2).
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Figura 2 — Cachos de uva de cultivares viniferas tintas (A) e brancas (B) sadias e

infectadas pela doenca do enrolamento da folha.

infectado sadi?

A
Fonte: Naidu; O’Neal; Walsh (2008).

A intensidade da virose esta relacionada com a espécie viral em estudo, a
espécie e a cultivar da videira, bem como da regido geografica em que ocorre, a
idade do vinhedo, estadio da infeccao, praticas viticulturais e condicdes ambientais.
Em plantas infectadas causa alteragbes na anatomia dos tecidos do floema e

incompatibilidade de enxertia, podendo ser observado na Figura 3.

Figura 3 - Incompatibilidade de enxertia causada pela doenca do enrolamento da
folha.

D

Fonte: Martelli; Boudon-Padieu (2006).

Sintomas foliares como enrolamento dos bordos das folhas para baixo,
aparecendo sempre a partir da base dos ramos que evolui para as folhas da
extremidade, independente da cultivar avaliada, sdo mais visiveis ao final do ciclo
vegetativo (BASSO et al., 2014) (FIGURA 4). Além disso, o avermelhamento das
folhas e textura coridcea das mesmas poderdo ser observados, como resposta da

planta a infeccdo causada por virus (GUTHA et al., 2010).
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Figura 4 - Expresséo de sintomas da doenga do enrolamento das folhas, observados

nas folhas da base dos ramos evoluindo para as folhas da extremidade.

Fonte: Naidu; O’Neal; Walsh (2008).

No entanto, a expressao dos sintomas do virus do enrolamento da folha é
muito variavel entre as cultivares de videiras (FIGURA 5) tornando dificil identifica-
los somente através do diagnéstico visual, podendo ser confundido com deficiéncia
nutricional (NAIDU; O’'NEAL; WALSH, 2008).

Figura 5 — Enrolamento da folha de cultivar vinifera tinta (A) e de cultivar vinifera
branca (B).

Fonte: Maliogka et al. (2015).

A etapa de formacdo das mudas pode favorecer a disseminacédo do virus,
pois as cultivares utilizadas como porta-enxertos ndo exibem sintomas foliares, o
gue torna dificil a distincdo entre plantas sadias e plantas infectadas (BASSO et al.,
2010b). Particulas do virus sdo desigualmente distribuidas em videiras,
concentrando-se principalmente nos tecidos do floema, em baixas concentracdes, e
ndo sdo transmissiveis de videira para videira por inoculacdo mecanica, exceto a
estirpe GLRaV-2, que pode ser transmitida mecanicamente para a espécie herbacea
Nicotiana benthamiana (NAIDU; O’NEAL; WALSH, 2008).
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4.2 Complexo do lenho rugoso

O lenho rugoso € uma das principais viroses da videira e ocorre na maioria
dos paises viticolas, resultante da infec¢é@o por virus restritos aos tecidos floematicos
(MARTELLI et al., 2007). A gama de sintomas desta virose pode variar bastante
dependendo das espécies virais e dos genétipos do enxerto e porta-enxerto
envolvidos. O lenho rugoso € uma virose complexa, apresenta expressiva
importdncia econdmica e é constituida por quatro viroses: intumescimento dos
ramos ("Corky bark™), caneluras do tronco de Rupestris (“Rupestris stem pitting”),
acanaladura do lenho de Kober (“Kober stem grooving”) e acanaladura do lenho de
LN33 (“LN33 stem grooving”), sendo que as trés ultimas viroses sdo genericamente
conhecidas por “caneluras do tronco da videira” (BASSO et al., 2014). No Brasil,
embora ainda sejam escassos 0s levantamentos em algumas areas viticolas, a
ocorréncia de sintomas destas viroses tem sido verificada em varias regides,
havendo indicativos de que a incidéncia das caneluras do tronco seja bem maior do

gue o intumescimento dos ramos (LIMA; FAJARDO, 2012).

4.2.2 Intumescimento dos ramos (" Corky bark")

O agente causal do intumescimento dos ramos da videira € o Grapevine virus
B (GVB), pertencente a familia Betaflexiviridae, género Vitivirus, transmitido por
cochonilhas (LIMA; FAJARDO, 2012; BASSO et al., 2014). Com certa dificuldade, o
GVB pode ser transmitido, pela via mecéanica, para Nicotiana occidentalis (NICKEL
et al., 2002).

O intumescimento dos ramos €é responsavel por uma deformacdo nos ramos
da videira e engrossamento na regido da enxertia (FIGURA 6 A). Ao se fazer um
corte transversal na regido intumescida, o tecido apresenta um aspecto corticento,
de cor marrom, exemplificado na Figura 6 B. Na lamina foliar ocorre descoloracéo,
inclusive das nervuras, podendo evoluir para enrolamento dos bordos das folhas
para baixo (FIGURA 7), com maior evidéncia no outono, podendo ser observados

em cultivares europeias e americanas (MALIOGKA et al., 2015).



27

Figura 6 — Ramos apresentando intumescimento e corte transversal da regiao

intumescida.

Cultivar
Isabel

Fonte: Gilmar Kuhn (2007).

Figura 7 — Descoloracdo na lamina foliar inclusive das nervuras, podendo evoluir
para enrolamento dos bordos da folha para baixo, ocorrendo em cultivares europeias

e americanas, infectadas pela doenca do intumescimento dos ramos.

Fonte: Gilmar Kuhn (2007).

Os sintomas desta patologia podem ser observados com menor intensidade
também no peciolo das folhas préximas as regides mais afetadas dos ramos. Os
ramos tendem a se curvar para baixo, sendo facilmente destacados da planta.
Quando acometidas por esta doenca, as plantas podem definhar gradativamente,
guando muito afetadas, e a brotacdo tende a ser lenta, atrasada e fraca (NICKEL et
al., 2002).
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4.2.3 Caneluras do tronco da videira

Sao genericamente conhecidas por “caneluras do tronco da videira” as
infecgbes causadas por Rupestris (“Rupestris stem pitting”) e acanaladura do lenho
de Kober (“Kober stem grooving”), causadas respectivamente por Grapevine
rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) e Grapevine virus A (GVA),
pertencentes a familia Betaflexiviridae e aos géneros Foveavirus e Vitivirus,
respectivamente. H4 ainda a virose acanaladura do lenho de LN33 (“LN33 stem
grooving”), cujo agente causal ainda é desconhecido (KUHN; FAJARDO; NICKEL,
2002; FAJARDO et al., 2004).

O GRSPaV nao é transmitido mecanicamente via inoculagdo com extrato
foliar e ndo possui vetor conhecido. O GVA pode ser transmitido por cochonilhas e
mecanicamente para algumas hospedeiras herbaceas, a exemplo de Chenopodium
guinoa e Nicotiana spp. (MARTELLI; BOUDON-PADIEU, 2006; KING et al., 2012).

Os sintomas das caneluras do tronco da videira sdo observados ao se
examinar o lenho das plantas, abaixo da casca. De forma progressiva e com maior
intensidade em cultivares viniferas, verifica-se, sobre a superficie do lenho, a
formacdo de reentrancias longitudinais (caneluras) e afundamento do lenho
(FIGURA 8), prejudicando a formacdo dos vasos condutores de seiva. Com isso, 0
transporte de nutrientes no interior da planta sera comprometido (FAJARDO et al.,
2004; MARTELLI, et al., 2007).

Figura 8 — Sintomas das caneluras do tronco da videira, induzidos por GRSPaV (A e

B) e com sintomas induzidos por GVA (C).

il
S5k
s cabaillblie ] B

Fonte: Gilmar Kuhn (2007); Maliogka et al. (2015); Martelli et al. (2007).
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Em algumas combinagdes entre enxerto e porta-enxerto, 0os sintomas podem
se limitar a um dos componentes, quando o outro € tolerante (LIMA; FAJARDO,
2012), podendo nao haver sintomas, em caso de infecgbes por estirpes latentes
(MARTELLI; BOUDON-PADIEU, 2006; BASSO et al., 2014) (FIGURA 9).

Figura 9 - Porta-enxerto cultivar Paulsen 1103 visualmente sadio (a esquerda) e

cultivar Niagara rosada infectada (a direita), exibindo caneluras no tronco.

"

XY

.

o

Fonte: Thor Fajardo (2010).

4.3 Degenerescéncia da Videira

O agente causal da degenerescéncia da videira € o Grapevine fanleaf virus
(GFLV), pertencente a familia Secoviridae, género Nepovirus. Este foi o primeiro
virus de videira a ser transmitido por inoculacdo mecanica (MARTELLI; BOUDON-
PADIEU, 2006; BASSO et al., 2014). Transmitida por nematoides, esta doenca viral
€ uma das mais severas doencas de videira (LINK et al.,, 2004), produzindo
alteracoes nas folhas e nos ramos e em cultivares americanas pode ser
assintomatica (BASSO et al., 2014). Os sintomas foliares sdo deformacdes e
distribuicdo anormal das nervuras, bordas pontiagudas, reducdo na area foliar,
clorose nas nervuras ou folhas com mosaico amarelo (FIGURA 10 A). Nos ramos
pode-se observar encurtamento dos entrends, achatamentos e nés duplos (FIGURA
10 B), proliferacdo de gemas e brotagéo fraca e atrasada. Os frutos apresentam-se
como bagas pequenas sem desenvolvimento e desuniformes (FIGURA 11) (BASSO
et al., 2014; MALOGKA et al., 2015).
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Figura 10 — Videiras infectadas com a doenca da degenerescéncia apresentam
sintomas foliares como deformagdes e distribuicdo anormal das nervuras, bordas
pontiagudas, reducdo na area foliar, clorose nas nervuras e mosaico amarelo (A).

Nos ramos da videira, pode-se observar encurtamento dos entrends, achatamentos

e noés duplos (B).

Fonte: Maiogka et al. (2015).

Figura 11 — Os frutos de videiras infectadas com a doenca da degenerescéncia
apresentam-se como bagas pequenas sem desenvolvimento e desuniformes.

Fonte: Maiogka et al. (2015).

Cultivares tolerantes produzem razoavel cultivo, enquanto que cultivares
sensiveis sdo seriamente afetadas, apresentando declinio progressivo, baixa
produtividade e baixa qualidade da fruta, curto periodo produtivo, baixa propor¢cdo no
enxerto e decrescente resisténcia para fatores climaticos adversos (MALIOGKA et
al., 2015).

A doenca da degenerescéncia da videira possui importancia econébmica em
nivel mundial pelos prejuizos que causam a viticultura (MARTELLI; BOUDON-
PADIEU, 2006; BASSO et al.,, 2014; MALIOGKA et al.,, 2015). No entanto, tem
apresentado baixa incidéncia no Brasil, ndo representando impacto econdmico
(LIMA; FAJARDO, 2012; BASSO et al., 2014; CATARINO et al., 2015). Por este
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motivo, esta doenca viral ndo foi incluida no levantamento de virus que infectam

videiras no Brasil, neste trabalho.

4.4 Mancha das nervuras das folhas da videira

O agente causal da mancha das nervuras das folhas da videira € o Grapevine
fleck virus (GFkV), pertencente a familia Tymoviridae, género Maculavirus. Esta
doenca ja foi relatada na maioria dos paises viticolas (MARTELLI; BOUDON-
PADIEU, 2006; BASSO et al., 2014), sendo também encontrado infectando videiras
no Brasil (FAJARDO et al., 2004; CATARINO et al., 2015). N&do € transmitido

mecanicamente e nao tem vetor conhecido.

Por ser latente na maioria das cultivares de copa e porta-enxerto de videira,
esta virose esta incluida nos programas de selecdo sanitaria da maioria dos paises
viticolas (FAJARDO et al.,, 2004; FAJARDO et al., 2011). Os sintomas, quando
presentes, aparecem em folhas jovens e de meia idade (durante a fase de brotacao
na primavera), sendo definidos como manchas translicidas sem forma, niumero e
tamanho definidos, contaminando também as nervuras (DUBIELA et al.,, 2013;
BASSO et al., 2014) (FIGURA 12).

Figura 12 — Folha de videira sadia (A); folha de videira infectada com a doenca da

mancha das nervuras, exibindo sintomas como manchas translucidas (B).

Fonte: Thor Fajardo (2010).

As infec¢des podem ser latentes em cultivares europeias, americanas e porta-
enxerto, que exercem influéncia adversa no vigor da planta e na capacidade de
enraizamento de enxertos e porta-enxertos. As cepas mais severas induzem

também graus variados de degenerescéncia, podendo as bordas das folhas virarem
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para cima. Os danos econdmicos sdo avaliados de acordo com o grau de
intensidade da infecgdo (MARTELLI; BOUDON-PADIEU, 2006).

As doencas virais exercem impacto econémico negativo na viticultura
brasileira, causando sérios danos nas plantas, nos frutos e, consequentemente,
afetando a producdo. As concentracdes das particulas virais nos tecidos vegetais
sdo variaveis, dificultando a deteccdo, além da existéncia de algumas infeccdes
latentes. Portanto, a detec¢do € um fator chave para elucidar o panorama real da
disseminacdo destes patdgenos a fim de se estabelecer medidas planejadas de
manejo e controle e, obviamente, evitar perdas e danos nesta importante cultura

agricola.
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5 METODOS DE DETECCAO DE VIRUS EM PLANTAS

As ferramentas de diagnéstico de virus que infectam videiras tém evoluido ao
longo dos anos, demonstrando que a maioria das infecgdes que ocorre na planta
manifestam-se como infec¢cdes mistas, desafiando o diagnéstico e o controle das
doencas (FAJARDO; NICKEL, 2015).

O diagnéstico viral através da indexagcdo biolégica em plantas indicadoras
lenhosas ou herbaceas evoluiu para testes sorolégicos, como o ELISA, até chegar
aos ensaios moleculares, como RT-PCR “convencional” e a RT-PCR em tempo real.
Cada um destes métodos apresenta vantagens e significativas limitacdes (BASSO et
al., 2014; MALIOGKA et al., 2015).

5.1 Indexacao biologica

Este método consiste em utilizar videiras indicadoras sensiveis e especificas
para cada virus, enxertando nelas gemas de plantas com procedéncia fitossanitaria
desconhecida, para que, durante seu desenvolvimento, seja possivel observar os
sintomas. Pode-se também utilizar plantas indicadoras herbaceas caso os virus
sejam transmitidos mecanicamente (RADAELLI et al., 2006; BASSO et al., 2014;
FAJARDO; NICKEL, 2015).

Porém, este método apresenta algumas limitacdbes como, por exemplo, o
tempo necessario para expressao dos sintomas, que pode variar entre 2 a 24
meses, além do espaco requerido em campo e em casa de vegetacdo para a
realizacdo dos experimentos (OSMAN et al., 2008; FAJARDO; NICKEL, 2015). Além
disso, a baixa concentracdo viral, a auséncia de transmissdo mecanica e 0s
sintomas latentes de algumas infeccées dificultam o diagndstico visual. E importante

destacar também que algumas plantas indicadoras podem variar a expressao dos
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sintomas de acordo com as condi¢bes ambientais (BASSO et al., 2014; FAJARDO;
NICKEL, 2015).

As limitacbes do método ndo superam sua importancia, pois de acordo com
Maliogka et al., (2015) e Fajardo; Nickel (2015), a enxertia de videiras em espécies
indicadoras lenhosas € um passo fundamental, principalmente para a deteccdo de
virus nao caracterizados molecularmente, oferecendo informacdes sobre as

caracteristicas bioldgicas do isolado ou espécie viral.

5.2 Métodos sorolégicos

Devido a simplicidade, os métodos sorologicos sdo os mais aplicados para
diagnosticos de virus em plantas e podem complementar o método bioldgico
(FAJARDO; NICKEL, 2015). O método Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA), direto e indireto, € o mais aplicado (BASSO et al., 2014; MALIOGKA et al.,
2015).

A especificidade do método depende do reconhecimento de uma proteina
especifica com anticorpos. A deteccao ocorre através da visualizagdo de indicadores
luminescentes, radioativos ou fluorescentes, utilizando-se uma microplaca de
multiplos pocos onde ocorre a reacdo (CORDEIRO, 2011; MALIOGKA et al., 2015).
“Os anticorpos produzidos contra a proteina capsidial de um determinado virus sao
empregados na sua deteccdo e extratos preparados pela maceracdo de tecido
vegetal infectado em tampédo s&o utilizados como antigeno” (LIMA, 2009). A

revelacao é feita através de reacdes enzimaticas (CORDEIRO, 2011).

Dot-ELISA é uma variacdo do método soroldégico, semelhante ao ELISA,
porém, o antigeno € ligado a uma membrana de nitrocelulose e a deteccéo pode ser

visualizada através do produto da reacdo enzimatica (FAJARDO; NICKEL, 2015).

As principais limitacdes dos métodos sorolégicos para deteccéo viral sdo a
sensibilidade, pois a concentracdo viral nos tecidos infectados é baixa e variavel nos
diferentes estadios vegetativos da planta (BASSO et al.,, 2014), auséncia de
anticorpos para a deteccdo de alguns virus importantes e a dificuldade para produzir
estes reagentes (OSMAN et al., 2008).
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5.3 Métodos Moleculares

5.3.1 Transcricdo Reversa associada a Reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR)

A RT-PCR (do inglés, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) é
uma técnica que tem sido aplicada para diagnéstico de patdgenos virais que
infectam videiras e que possuem RNA gendmico, muitos descritos neste trabalho.
Este método semi-quantitativo combina a transcricdo reversa seguida de reacdo em
cadeia da polimerase, tornando-se muito utilizado pela sua sensibilidade, comparado
ao método soroldgico de ELISA, além de sua rapidez (CORDEIRO, 2011).

A técnica de PCR consiste em produzir milhdes de copias da sequéncia alvo
em um curto periodo de tempo. O processo utiliza uma DNA polimerase
termoestavel (Tag DNA polimerase) e oligonucleotideos iniciadores especificos
(“primers”) que se ligam as extremidades 5 e 3’ de uma determinada regido do
genoma a ser amplificada. Finalizado o tempo da reacao, é necessaria a separacao
eletroforética dos produtos amplificados para deteccdo e andlise dos fragmentos
amplificados de DNA, em géis de agarose. Esse processo ocorre na presenca de um
corante, como o brometo de etideo apds a incidéncia de luz ultravioleta, seguido de
avaliacdo visual das bandas correspondentes aos fragmentos amplificados
(MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002; NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004; OSMAN et al.,
2008).

A PCR convencional necessita de varias etapas para obtencédo de produtos,
aumentando o risco de contaminacdo das amostras durante a manipulacdo
(NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004; OSMAN et al., 2008).

O método da RT-PCR é sensivel para o diagnostico viral, porém, inadequado
para analise de muitas amostras, porque requerem avaliacdo dos produtos da
reacdo em géis (VANNI; FAJARDO; NICKEL, 2013).

5.3.2 RT-PCR em tempo real

A técnica de RT-PCR em tempo real utiliza sondas especificas marcadas com
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fluoréforos (TagMan), que se ligam apenas a amplicons especificos, além do uso de
oligonucleotideos, permitindo a quantificacdo de &cido nucléico viral, apresentando
resultados de uma forma mais precisa e rapida (FAJARDO; NICKEL 2015). Além
disso, é possivel a detec¢do simultdnea de mais de um virus infectando a mesma
planta hospedeira (BASSO et al., 2014) (FIGURA 13).

Figura 13 — Representagao do funcionamento da RT-PCR em tempo real.
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Fonte: Novais; Pires-Alves (2004).

Fluoréforos sdo moléculas que absorvem e emitem luz em comprimento de
onda especificos, permitindo o acompanhamento da reacdo ao longo dos ciclos.
Sondas sao fragmentos de DNA marcados com fluoroforos, aplicadas na reacéo
com o objetivo de detectar as sequéncias especificas nos fragmentos de DNA
amplificados. A sonda (TagMan) possui em suas extremidades um fluoréforo e um
bloqueador, que hibridiza com a sequéncia da fita simples de DNA complementar,
alvo para a amplificacdo. No processo da amplificacdo, a sonda é degradada pela
atividade da Taq DNA polimerase, separando o quencher do fluoréforo, resultando
em aumento da intensidade da fluorescéncia (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004,
DUBIELA et al., 2013; FAJARDO; NICKEL, 2015).
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A técnica da RT-PCR em tempo real pode ser usada para superar todos os
problemas de deteccdo de virus em videiras, apresentados pelos métodos
anteriormente descritos, sendo cada vez mais utilizada para deteccdo e
guantificacdo de agentes patogénicos nos tecidos de plantas (MACKAY; ARDEN;
NITSCHE, 2002; NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004; OSMAN et al, 2008;
BAUMGARTNER; BHAT; FUJIYOSHI, 2010; LI et al., 2012; DUBIELA et al., 2013).
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Local da realizacéo do trabalho

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Virologia Vegetal, na
Sede da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, Embrapa Uva e Vinho,
localizada no municipio de Bento Gongalves, RS, sendo representada na Figura 14.

Figura 14 — Sede da Embrapa Uva e Vinho localizada no municipio de Bento
Goncalves, RS.

Fonte: Embrapa Uva e Vinho (2014).

A Embrapa Uva e Vinho é uma unidade vinculada ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que tem por missdo viabilizar solugbes de
pesquisa, desenvolvimento e inovacdo para a sustentabilidade da vitivinicultura e da
fruticultura de clima temperado, em beneficio da sociedade brasileira. Atualmente,
desenvolve acbes de pesquisa com uva, maga, morango, pera e péssego.
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A Unidade foi criada em 26 de agosto de 1975 e, além da sede, possui duas
estacOes experimentais: a Estacdo Experimental de Fruticultura de Clima
Temperado (EFCT), em Vacaria (RS) e a Estacéo de Viticultura Tropical (EVT), em
Jales (SP).

6.2 Material bioldgico utilizado no trabalho

O material bioldgico utilizado neste trabalho foi constituido por fragmentos do
lenho, nervuras e peciolos de folhas de videiras, provenientes de programa de
limpeza clonal, experimentos conduzidos no laboratério, amostras de rotina e
prestacdo de servico de diagndstico para terceiros, dos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, S&o Paulo e Pernambuco. Amostras das cultivares Vitoria,
Nubia, Isabel, Chardonnay, Niagara rosada, Niagara branca foram coletadas e
encaminhadas ao laboratorio e Virologia Vegetal, para posteriormente, serem

analisadas quanto a presenca ou auséncia de virus.

6.3 Extracdo de RNA total

O RNA total das amostras de videira foi extraido, pois 0 RNA viral encontra-se
integrado a célula vegetal. O método utilizado foi de adsor¢cdo em silica (ROTT;
JELKMANN, 2001) a partir de 1,0 grama do tecido vegetal (fragmentos do lenho,
nervuras ou peciolo foliares) triturado em nitrogénio liquido e pulverizado em 3 mL
de tampéo de extracdo (CHsNsHCI 4 M, NaOAc 0,2 M, EDTA 25 mM, KOAc 1 M e
PVP- 40 2,5%) (MACKENZIE et al.,1997). Transferiu-se 500 yL desta mistura para
tubos Eppendorf e acrescentou-se 100 uL de SDS 10%. Em seguida, as amostras
foram incubadas a 70 °C por 10 minutos com agitacdo intermitente e logo apods,
mantidas em gelo por 5 minutos. Centrifugou-se a 13.000 rpm (centrifuga 5415 D -
Eppendorf®) por 10 minutos. Apds, transferiu-se 300 pL da fase aguosa para um
novo tubo, adicionando 150 pL de etanol absoluto (EtOH), 300 uL de iodeto de sbédio
(Nal) 6M e 25 uL de silica ressuspensa. As amostras foram homogeneizadas por 10
minutos com agitacao intermitente a temperatura ambiente e centrifugadas a 6.000
rom durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com a

adicdo de 500 pL de solucao tampéo de lavagem (10 mM de Tris- HCI pH 7,5; 0,5
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mM de EDTA pH 8.0; 50 mM de NaCl; 50 % EtOH), vortexando para ressuspender o
pellet. Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas a 6.000 rpm
durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado novamente, da
mesma forma que a etapa anterior, seguida de nova centrifugacdo a mesma
rotacdo. Novamente o sobrenadante foi descartado e os tubos permaneceram por
30 minutos a 50 °C em banho seco, para secagem do precipitado. O sedimento
resultante foi entdo ressuspendido em 100 uL de agua esterilizada e incubado a 70
°C por 4 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 10
minutos e 80 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo, sendo

armazenados a - 20 °C.

6.4 Indexacao para sete espécies de virus que infectam videiras por meio de

RT-PCR em tempo real

No periodo de 05.08.2014 a 08.07.2015, foram indexadas novecentos e vinte
e quatro (924) amostras de videiras, em vinte e duas (22) placas de RT-PCR em

tempo real. As amostras foram indexadas para o0s virus:

- Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) — trezentos e setenta e

guatro (374) amostras;

- Grapevine virus A (GVA) — oitenta e nove (89) amostras;

- Grapevine virus B (GVB) cento e quarenta e trés (143) amostras;
- Grapevine fleck virus (GFkV) — trezentos e sete (307) amostras;

- Grapevine leafroll — associated virus 2 (GLRaV-2) — cento e quarenta e sete (147)

amostras;

- Grapevine leafroll — associated virus 3 (GLRaV-3) — quinhentos e quatro (504)

amostras;

- Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4) — cento e cinquenta e cinco (155)

amostras.
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Com o objetivo de explorar a técnica de RT-PCR em tempo real para
deteccdo de virus de videira, foram realizadas reacfes simplex ou duplex,
envolvendo combinacgdes dos virus. Videira comprovadamente sadia, proveniente de
programa de limpeza clonal para remocéo de patdégenos, foi utilizada como controle
negativo e, como controles positivos das reacdes, foram utilizados isolados desse

virus identificados e mantidos em casa de vegetacao.

Todos os oligonucleotideos (“primers”) e as sondas, utilizados nas reacoes de
RT-PCR em tempo real, para a deteccdo dos virus acima citados, constam no
trabalho de Osman et al., (2007); Osman; Rowhani (2008); Klaassen et al., (2011)
(TABELA 2).

Tabela 2 — Relagédo dos oligonucleotideos e sondas utilizados nas reacdes de RT-
PCR em tempo real (TagMan), de sete virus que infectam a videira.

. Tamanho
Namero de do
Virus |§ent|f|caga? de Fluordforo / On?m Gene Sequéncia do oligonucleotideo (5'-3') produto
Oligonucleotideos quencher acéo alvo
(pares de
e sondas
base)
GRSPaVv RSPaV-52 F1 F CP AGACGGGAATACCACCAGCTAA 102
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 TGGGCCAAGAAAGGA(ETTAATGAGAATGAAAA
RSPaV-75 P2 VIC / TAMRA = TGGGCCAAGAAAGGiZTTAATGAGAATGAAA
RSPaV-75 P3 VIC / TAMRA = TGGGCCAAGAAGGGQZTTAATGAAAATGAGA
GVA GVA-77 F1 F CP CGACCGAAATATGTACCTGAATACTC 115
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
GVB-92 F2 F GGAGTGCGGCCAAACGA
GVB-92 F3 F CAAGGAGTGCGGCTAAACGAA

Continua
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Concluséo
Namero de Tan;e:)nho
Virus |(';1ent|f|ca¢;a(') de Fluordforo / O”?m Gene Sequéncia do oligonucleotideo (5'-3') produto
Oligonucleotideos quencher acao alvo
(pares de
e sondas
base)
GVB-202 R1 R CCTTAACCTCGTCCTGTGATATGGT
GVB-202 R2 R CCTTCACCTCATCYTGGGATCGTGT
6-FAM /
GVB-119 P1 TAMRA P CTCGTTATGGTCGCTGTTACTGTTGTGGTAG
6-FAM /
GVB-119 P2 TAMRA P ACCGTTACGGCCGTTGTTACTGTTGTGGTAG
GLRaV-2 GLRaV-2 198 F F HSP70 CATTATATTCTTCATGCCTCTCAGGAT 116
GLRaV-2 290 R R GATGACAACTTCTGTCCGCTATAGC
GLRaV-2233P | VIC/TAMRA P TTGCTACTGATCGACTGTGCAGCTCACA
GLRaV-3 GLRaV-3 56 F F HSP70 AAGTGCTCTAGTTAAGGTCAGGAGTGA 230
GLRaV-3 285 R R GTATTGGACTACCTTTCGGGAAAAT
GLRaVv-3181P | VIC/TAMRA P CAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGGACA
GLRaVv-4 LR4 hsp-85 F F HSP70 ATATACATACCAACCGTTGTGGGTATAA 94
LR4hsp-178 R R CCCTATAAACTAGCACATCCTTCTCTAGT
6-FAM /
LR4hsp-120 P TAMRA P TGGAACATATACCATTGGGCTTGGTGCT
GFkV 239 F F RdRP CAACATCGAATGCCAATTTGG 89
328 R R GCCAGGCTGTAGTCGGTGTTGT
6-FAM /
261 P1 TAMRA P CCTCTCACGTGCATGCGCATC
6-FAM /
261 P2 TAMRA P CCTCTCACGTGCATGCGGATC
6-FAM /
261 P3 TAMRA P CCTCTGACGTGCATGCGCATC

Fonte: Osman et al., (2007); Osman; Rowhani, (2008); Klaassen et al., (2011).

Legenda: F = oligonucleotideo “forward" (viral); R =

oligonucleotideo "reverse"

(complementar); P = "probe" (sonda com fluoréforo); CP (proteina capsidial), HSP70

(proteina de choque térmico 70); RARP = polimerase RNA dependente RNA,; Virus:

Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV); Grapevine virus A
(GVA); Grapevine virus B (GVB); Grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2);

Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3); Grapevine leafroll-associated virus

4 (GLRaV-4); Grapevine fleck virus (GFkV).
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As amostras foram indexadas em ensaios simplex (detec¢ao individual) ou
duplex (sondas foram marcadas com o fluoréforo 6-FAM ou VIC na extremidade 5') e
com o quencher TAMRA (fluoréforo que funciona como bloqueador) na extremidade

3', visando a detecc¢édo simultanea de dois virus na amostra.

Reacbes de RT-PCR em tempo real, em tubo Unico ("one-step”), foram
conduzidas em placas de 96 poc¢os usando o kit TagMan Master Mix One-Step RT-
PCR (Applied Biosystems), conforme descrito a seguir: 6,1 ul do "One-step RT-PCR
Master Mix" (Tubo "2X Master Mix without UNG", contendo: AmpliTaq Gold mix
optimizado para o ensaio exonucleasico de sondas TagMan com AmpliTaq Gold
DNA polimerase, dNTPs com dUTP, uma referéncia passiva ROX™ e tampao
otimizado); 0,6 ul da mistura de oligonucleotideos e sonda (415 nM
oligonucleotideos e 85 nM de sonda); 0,3 ul MuLV e inibidor de RNAse (Tubo "40X
MultiScribe and RNase Inhibitor Mix", contendo: enzima MultiScribe para reacdes de
transcricdo reversa e inibidor de RNase) e 3 ul de RNA total da planta, previamente

extraido, para um volume final de 12 ul (DUBIELA et al., 2013).

As reacoes foram conduzidas em termociclador com sistema apropriado para
emissdo e estimulo da fluorescéncia (equipamento/modelo: StepOnePlus™ Real-
Time PCR System Applied Biosystems), conforme descrito a seguir: 45 °C por 35
min (para transcricao reversa), 95 °C por 10 min (para ativacdo da AmpliTaq Gold),
seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 15 seg (desnaturacdo) e 60 °C por 1 min
(pareamento e extensédo). Os dados da reacdo foram analisados graficamente,
utilizando-se o software StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems), pela
determinacdo do Ct ("threshold cycles"), ciclo limiar. O Ct € o ciclo no qual um
significante aumento na fluorescéncia ocorre (FIGURA 15). Valores de Ctabaixo de
35 representam resultados positivos, confiaveis e reprodutiveis, sendo que quanto
maior a concentracdo viral na amostra, menor sera o valor do Ct (DUBIELA et al.,
2013). Este ponto permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseado na
fluorescéncia (OSMAN et al., 2008).
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Figura 15 — Representacdo grafica de uma reacdo de RT-PCR em tempo real,

mostrando uma curva de emissao de fluorescéncia (threshold cycles) Cr.
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Fonte: Novais; Pires-Alves (2004).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento das infeccdes de videiras foi obtido através do namero total
de amostras indexadas para cada virus, considerando os sintomas ou a auséncia
dos mesmos, no periodo de um ano e o total de plantas infectadas com os
respectivos virus. Em algumas placas de RT-PCR em tempo real, as mesmas

amostras foram indexadas para mais de um virus, conforme Tabela 3:

Tabela 3 — Detalhamento do niumero de amostras avaliadas em cada placa de RT-

PCR em tempo real e do numero de amostras com resultado positivo para cada

virus.
Placa/amostras NUmero de amostras com resultado positivo para os virus avaliados
Namero Namero de
da placa Amostras
GVA GVvB GFkV GRSPaV GLRaVv-2 GLRaV-3 GLRaVv-4

avaliadas

em cada placa
151 54 - 0 - 27 - - -
152 75 - - - - - 6 -
153 60 - - - - - 0 -
154 55 - - - - - 4 -
155 80 - - - - - 0 -
156 22 8 2 3 2 - 2 -
157 2 0 0 - - - 0 -
158 13 - - - 13 - - -
159 16 1 2 2 5 - - -
162 21 16 1 - - - - -

Continua
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Concluséo
Placa/amostras NUmero de amostras com resultado positivo para os virus avaliados
Nimero Nimero de
da placa Amostras
GVA GVB GFkV GRSPaVv GLRaVv-2 GLRaVv-3 GLRaVv-4
avaliadas
em cada placa
163 10 - - - - - 0 -
164 20 1 0 9 3 - 4 -
165 10 - - - - - 0
167 15 - - - - - 0 -
168 8 1 0 2 1 - 0 1
169 88 - - 5 6 - - -
170 88 - - 32 22 - - -
171 65 - - 28 56 - - -
172 42 - - - - 3 19 36
173 30 - - - - 1 3 12
174 75 - - - - 23 - 58
175 75 - - - - - 8 -
Total 924 27 5 81 135 27 46 107

Fonte: A autora (2015).

Legenda: Grapevine virus A (GVA); Grapevine virus B (GVB); Grapevine fleck virus
(GFkV); Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV); Grapevine
leafroll — associated virus 2 (GLRaV-2); Grapevine leafroll — associated virus 3
(GLRaV-3); Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4); (-) = virus nédo

avaliado em determinada placa.

A incidéncia de infeccbes em videiras foi obtida considerando-se 0 numero
total de amostras indexadas para cada virus e o total de plantas infectadas com os

respectivos virus, conforme Tabela 4:
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Tabela 4 — Descricdo do numero total de amostras indexadas para cada virus, o
namero total de plantas infectadas com os respectivos virus e o calculo percentual

das infecgoes.

NUumero de amostras | GVA GVB GFkV GRSPaVv GLRaVv-2 GLRaVv-3 GLRaV-4
Indexadas paracada | gg 143 | 307 | 374 147 504 155
Total de plantas

infoctadas 27 5 81 135 27 46 107

% 30,33 | 3,50 26,38 | 36,1 18,37 9,13 69,03

Fonte: A autora (2015).

Legenda: Grapevine virus A (GVA); Grapevine virus B (GVB); Grapevine fleck virus
(GFkV); Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV); Grapevine
leafroll — associated virus 2 (GLRaV-2); Grapevine leafroll — associated virus 3
(GLRaV-3); Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4); (%) = calculo

percentual das infec¢des para as amostras avaliadas.

Alguns autores ja desenvolveram trabalhos de diagnostico viral utilizando a
técnica de RT-PCR em tempo real (TagMan). Eun; Seoh; Wong (2000) detectaram e
guantificaram simultaneamente dois virus que infectam orquideas, Cymbidium
mosaic potexvirus (CymMV) e Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV). Ling;
Wechter; Jordan (2007) procederam com o diagnéstico para deteccdo de vinte e
cinco isolados de Pepino mosaic virus (PepMV) coletados em plantios comerciais de
tomate. Yokomi; Saponari; Sieburth (2010) identificaram varias estirpes de Citrus
tristeza virus (CTV), na Califérnia (EUA). Dubiela et al., (2013) fizeram um
levantamento de dez virus em amostras de videiras no Brasil: Grapevine leafroll —
associated virus (GLRaV-1, -2, -3 e -5), Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B
(GVB), Grapevine virus D (GVD), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine fanleaf virus (GFLV). Catarino
et al., (2015) realizaram trabalho visando determinar a incidéncia, por meio de RT-
PCR em tempo real, dos virus que infectam videiras no Nordeste brasileiro:
GRSPaV, GVA, GVB, GLRaV-2, -3 e -4), GFkV, GFLV incluindo também no trabalho
o virus Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV). Osman et al., (2013)
desenvolveram com éxito esta técnica para deteccdo dos virus Grapevine virus A
(GVA), Grapevine virus B (GVB) e Grapevine virus D (GVD), em ensaios simplex ou

duplex.
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O virus Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4), agente causal do
enrolamento da folha da videira, foi relatado somente no ano de 2012 infectando
videiras no Brasil, por Catarino et al., atravées de um levantamento realizado com
guarenta amostras de cultivares comerciais introduzidas no Brasil entre os anos
2000 e 2002, utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real. Os autores detectaram
a presenca de infeccdo pelo virus em trinta e nove amostras, das quarenta
analisadas. No mesmo trabalho, onze amostras foram submetidas a diagndstico
para o mesmo virus, porém, por meio de RT-PCR convencional, apresentando como
resultado somente duas amostras positivas, confirmando a sensibilidade e

especificidade da RT-PCR em tempo real, para diagnéstico viral.

A prevaléncia do virus Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4)
(69%) neste presente trabalho, deve-se ao fato das hospedeiras cultivadas no Brasil
serem mais susceptiveis a este virus do que aos demais virus causadores da
mesma doenca, além da variabilidade genética desta estirpe, acrescida pela
transmissao através de vetor (NAIDU et al., 2014). Estes mesmos autores citam
ainda outras variacfes para este virus, que sdao GLRaV-4 — Car, GLRaV-4 — Pr,
GLRaV-4 - De, GLRaVv-4 - 5, GLRaVv-4 - 6 e GLRaVv-4 - 9, confirmando a

variabilidade genética existente.

As cochonilhas (Pseudococcideos), vetores do virus Grapevine leafroll —
associated virus 4 (GLRaV-4) sdo popularmente conhecidas como cochonilhas-
farinhentas. Estes insetos ocorrem em vinhedos associados a formigas, que as
protegem dos inimigos naturais e auxiliam na sua dispersdo, vivendo também em
plantas invasoras hospedeiras de cochonilhas no interior dos vinhedos (NAIDU et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; EMBRAPA UVA E VINHO UZUM, 2015).

No ano de 2015, Catarino et al. também investigaram um grupo de cinquenta
amostras e outro grupo de cinquenta e uma amostras e o0 percentual de infeccéo
com o virus Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4), foi de 90% para o
primeiro grupo e 61% para o segundo grupo, superando as infec¢cdes por Grapevine
leafroll — associated virus 2 (GLRaV-2) e Grapevine leafroll — associated virus 3
(GLRaV-3).

Basso et al., (2010b) obtiveram resultados negativos para diagnéstico de

Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4) no experimento que realizaram
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com amostras de videiras no Brasil, utilizando a técnica de RT-PCR convencional.
Segundo os autores, até o ano de 2010, o virus ainda n&o havia sido relatado no
Brasil.

Naidu, O'Neal e Walsh (2008) obtiveram dados através de experimentos
conduzidos nos vinhedos de Washington (EUA) e constataram que o virus
Grapevine leafroll — associated virus 3 (GLRaV-3) é o mais comum nos locais
avaliados, seguido pelos demais virus do enrolamento da folha. No entanto, esses
dados ndo se aplicam ao Brasil, sendo que os experimentos citados apontam

incidéncias diferentes para 0s mesmos virus.

Nascimento et al., (2015) conduziram um estudo para estabelecer a
incidéncia de infec¢Oes virais em amostras de videiras no Brasil e detectaram o
Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4), por meio de RT-PCR em tempo
real, infectando dezenove amostras sintomaticas, de vinte analisadas e quinze
amostras assintomaticas, de vinte analisadas. Os demais virus mais frequentes

detectados no trabalho correspondem a doenca do complexo do lenho rugoso.

Lima e Fajardo (2012) afirmaram que a incidéncia das caneluras do tronco em
amostras de videiras do Brasil € maior do que o intumescimento dos ramos, sendo
possivel confirmar tal argumento neste trabalho, em que 36,1 % das amostras
estavam infectadas por Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV)
e 30,3% apresentaram infeccao por Grapevine virus A (GVA), ambos responsaveis
pela virose das caneluras do tronco. Ja para Grapevine virus B (GVB), agente causal
do intumescimento dos ramos, o0 percentual de amostras infectadas foi 3,5%,
confirmando o argumento dos autores Lima e Fajardo (2012). Investigando a
incidéncia dos virus do complexo do lenho rugoso, Catarino et al., (2015) obtiveram
um resultado de 100% para infeccbes por Grapevine virus A (GVA) e 80% para
infeccbes por Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV),
considerando cinquenta amostras avaliadas para ambas as viroses. Os virus
Grapevine virus A (GVA) e Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV) sédo os mais prevalentes do complexo do lenho rugoso, detectados em
muitas variedades de videiras (MARTELLI; BOUDON-PADIEU, 2006; MARTELLI et
al., 2007; CATARINO et al., 2015).

Gambino et al., (2012) constataram a variabilidade genética de Grapevine
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rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) por suas estirpes GRSPaV-1,
GRSPaV-SG1, GRSPaV-BS e GRSPaV-VS, através de andlises de sequéncias
nucleotidicas e presenca de diferentes sintomas em plantas indicadoras, além de
infeccdes assintomaticas, como é o caso da estirpe GRSPaV-SG1. Morelli et al.,
(2011) identificaram outras estirpes, como GRSPV, GRSPaV-SY, GRSPaV-PN e
GRSPaV-MG. A variabilidade genética de Grapevine rupestris stem pitting-
associated virus (GRSPaV) justifica a prevaléncia de infeccbes por este virus,
considerando sua disseminacédo através de material propagativo infectado, uma vez
gue ndo possui vetor conhecido. Stewart e Nassuth (2001) afirmaram que tal virus é
0 mais disseminado do complexo do lenho rugoso, confirmando os resultados
obtidos neste trabalho, em que as infec¢cdes por Grapevine rupestris stem pitting-
associated virus (GRSPaV) sdo mais incidentes, seguidas de infeccbes por
Grapevine virus A (GVA).

Grapevine virus A (GVA), assim como Grapevine leafroll — associated virus 4
(GLRaV-4), pode ser transmitido por Pseudococcideos, havendo ainda relato de
transmissao por Coccidae (FAJARDO et al., 2003). O virus pode ser detectado em
mais de 70% das populacdes de cochonilhas presentes em videiras, que favorecem
sua disseminacdo, além de estar associado a outras viroses, como a doenca do
enrolamento das folhas da videira (MARTELLI; CONTI; MINAFRA, 2001; BIOREBA,
2014).

Boscia et al. (1992), compararam isolados de Grapevine virus A (GVA) de
diferentes origens geograficas e constataram que as populacbes deste virus nao
apresentam variabilidade genética significativa, pois as proteinas capsidiais dos
isolados de GVA comparados sdo muito proximas, ndo considerando a variabilidade

genética como um dos fatores para sua dispersao.

Kuhn; Fajardo; Vanni (2002); Kuniyuki et al. (2003); Catarino et al., (2015);
Nascimento et al., (2015) analisaram a infeccdo por Grapevine virus A (GVA) em
amostras de videiras no Brasil e detectaram a presenca deste virus, confirmando os
resultados obtidos neste trabalho, em que 30,3% das amostras estavam infectadas.
Sendo um dos agentes causais das caneluras do tronco, pertencente ao complexo
do lenho rugoso, o indice de infecgdo por GVA contribui para que esta doenca seja a

segunda mais prevalente infectando videiras, seguida pela mancha das nervuras
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(MARTELLI: BOUDON-PADIEU, 2006; MARTELLI et al., 2007; CATARINO et al.,
2015).

Catarino et al. (2015), realizaram um levantamento de infecgbes causadas
pelo virus Grapevine fleck virus (GFkV), agente causal da mancha das nervuras, em
cinquenta amostras de videiras do Brasil e obtiveram como resultado, 32% de
plantas infectadas, detectando que a doenca da mancha das nervuras € uma das
mais incidentes no pais. A incidéncia do virus Grapevine fleck virus (GFkV) também
foi avaliada no presente trabalho e 26,4% das amostras estavam infectadas com
este virus. Por ser conhecido como um virus que produz infec¢des latentes, sendo
unicamente transmitido por enxertia, 0 material propagativo pode ser avaliado como
“sadio” através do diagnoéstico visual, resultando na disseminacdo do virus
(FAJARDO et al., 2004), classificando a doenga da mancha das nervuras como uma
das mais importantes em videiras (MARTELLI; BOUDON-PADIEU, 2006; LIMA,
2009; JONES; NAIDU; NITA, 2012; BASSO et al., 2014). Por isso, a avaliacédo
visual do material propagativo deve ser complementada com o diagnéstico molecular

para deteccao viral.

Através deste trabalho foi possivel realizar a deteccdo de um virus (simplex)
ou a deteccao simultanea de dois virus (duplex) em uma Unica reagao, por meio de
RT-PCR em tempo real, a partir de amostras de RNA total da planta. A visualizacao
grafica de alguns dos resultados obtidos pode ser demonstrada através da Figura
16.
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Figuralé — Curvas de deteccdo de virus, por RT-PCR em tempo real, de reacdes

realizadas com amostras, agua, RNA total de videira sadia e comprovadamente

infectada.
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Fonte: Equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR (2014, 2015).

Legenda: (A) = resultado negativo para o virus Grapevine leafroll — associated virus

3 (GLRaV-3) da placa numero 163, amplificando somente o controle positivo; (B)
amostras positivas para Grapevine virus A (GVA) da placa numero 162; (C) =
amostras positivas para Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV)

da placa numero 151; (D) = amostras positivas para Grapevine leafroll — associated
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virus 3 (GLRaV-3); (E) = amostras positivas para os virus Grapevine virus A (GVA),
Grapevine virus B (GVB), Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine rupestris stem
pitting-associated virus (GRSPaV) e Grapevine leafroll — associated virus 3 (GLRaV-
3), da placa numero 156; (F) = controles positivos das reac¢fes para 0S virus
Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus B (GVB), Grapevine fleck virus (GFkV),
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) e Grapevine leafroll —
associated virus 3 (GLRaV-3), Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4), da
placa numero 168; (G) = RNA total de videira sadia livre de virus; (H) = 4gua estéril

utilizada como controle negativo.

A RT-PCR em Tempo Real (TagMan) quando aplicada para diagnéstico viral
em amostras de videiras, apresenta maior sensibilidade, especificidade e rapidez e
confiabilidade, capaz de detectar diversos virus em uma mesma hospedeira, com
diferentes localizagGes geograficas. O desenvolvimento da técnica, que comeca a
partir da extracdo de acidos nucléicos totais (RNA total) da planta, até os resultados
finais, podem ser alcancados em menos de 4 horas. Neste método, os resultados
podem ser avaliados com base nos valores Cr (threshold cycles) (DUBIELA et al.,
2013).

A videira, como a maioria das espécies lenhosas, contém altas quantidades
de polissacarideos e compostos fendlicos, que inibem as enzimas usadas para o0s
ensaios moleculares (MARTELLI; BOUDON-PADIEU, 2006). Além disso, a baixa
concentracgao viral nos tecidos da planta infectados, a instabilidade das particulas e
em alguns casos, infeccdes latentes, podem resultar falsos negativos (PETROVIC et
al., 2003). Por isso, é necessario a aplicacdo de técnicas de diagndstico viral
visando superar estas limitacdes (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004; DUBIELA et al.,
2013; OSMAN et al., 2013). Neste trabalho, foi possivel detectar de maneira sensivel
e precisa, em reacfes simplex e duplex (com sondas marcadas com os fluoréforos
6-FAM e VIC e o blogueador TAMRA) por meio de RT-PCR em tempo real, as sete
espécies virais ja mencionadas e ainda, diferentes virus infectando a mesma

hospedeira.

Considerando a importancia agrondmica que as viroses exercem sobre a
cultura da videira, bem como sua diversidade, o controle das mesmas somente é

possivel através da utilizagdo de material propagativo sadio, do porta-enxerto e da
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cultivar. E fundamental que o plantio de novas mudas ou substituicio das mesmas
seja realizado com material propagativo certificado, com garantia de sanidade,
podendo ser obtidos em estabelecimentos oficiais que reproduzem material sadio
sob controle de érgaos oficiais (FAJARDO et al., 2011; FAJARDO; NICKEL, 2015).

As plantas matrizes ndo podem ser selecionadas apenas através da
observacédo visual dos sintomas, pois podem variar de acordo com a cultivar,
condicdes ambientais, potencial infectivo da espécie viral e estadio fenoldgico da
planta. Além disso, algumas infeccbes sdo assintométicas (MARTELLI; BOUDON-
PADIEU, 2006; LIMA; FAJARDO, 2012; BASSO et al., 2014). Tratando-se de
infec¢des sintoméaticas, a planta manifestara os sintomas somente apés alguns anos
de plantio e a Unica solucdo seria eliminar a planta infectada, replantando uma nova
planta comprovadamente sadia, pois uma vez infectada por virus, € impossivel curar
a planta no campo (LIMA; FAJARDO, 2012).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A videira, por ser cultivada em grande escala no Brasil e propagada
vegetativamente, esta sujeita ao ataque de diversos patdgenos, como fungos,
nematoides, bactérias e virus. As viroses causam grande impacto econémico nos
vinhedos, por reduzirem o rendimento da planta, comprometendo o desenvolvimento
e a qualidade dos frutos. As infec¢des virais podem surgir como doencas simples ou

complexas, em que diversas espécies virais podem infectar uma unica hospedeira.

Os virus mais incidentes em videiras no Brasil, neste trabalho, foram
Grapevine leafroll — associated virus 4 (GLRaV-4), um dos agentes causais do
enrolamento da folha da videira, Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV) e Grapevine virus A (GVA), pertencentes ao complexo do lenho rugoso,
agentes causais das caneluras do tronco da videira e Grapevine fleck virus (GFkV),
responsavel pelas manchas das nervuras. Todos estes virus sdo disseminados
através do material propagativo e alguns deles possuem vetor, favorecendo sua

disseminacéao e dispersao.

Com as frequentes infec¢des virais em amostras do Brasil e a presenca de
infeccbes mistas em diversas amostras, as ferramentas de diagndstico viral séo
cada vez mais necessarias. Além disso, devem atender as necessidades de
diagnosticos especificos para um grande numero de infeccbes e amostras em
analise. A RT-PCR em tempo real foi aplicada no diagndéstico viral deste trabalho e
mostrou-se adequada para a indexacao viral rotineira de um grande numero de
amostras. Assim, foi possivel detectar de maneira precisa e sensivel, todos os sete
virus em diversas plantas hospedeiras, videiras no Brasil, geograficamente distintas,
identificando, inclusive, a presenca de infec¢cdes multiplas, em uma mesma planta. A

técnica também agregou qualidade na indexacdo de patdgenos virais,
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proporcionando sensibilidade, rapidez, confiabilidade e especificidade na analise das

amostras.

As estratégias de prevencdo sao a Unica forma para controlar as viroses da
videira. E de fundamental importancia a utilizacdo de material propagativo
comprovadamente sadio, certificados por 6érgaos responsaveis e que garantam sua

sanidade, pois, uma vez infectado, o material propagativo disseminara os virus.

Nesse sentido, os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o
conhecimento da incidéncia de virus em amostras de videiras no Brasil. Além disso,
reforcam a necessidade de estratégias para controle e manejo das doencas, além

da aplicacdo de técnicas de diagndstico viral especificas.
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