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GRAPEVINE VIRUS INFECTION AT BISCOITOS
(TERCEIRA ISLAND) - AZORES
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RESUMO

A regido dos Biscoitos na ilha Terceira,
nos Acores, ¢ mundialmente conhecida pela
vinha em curraletas destinada a produgio
de Vinhos Licorosos de Qualidade Produzi-
dos em Regido Demarcada (VLQPRD). As
castas predominantes sdo Verdelho branco e
Verdelho roxo mas também estdo presentes
Terrantez, Arinto e Boal branco.

Um dos objectivos do projecto Interfruta-
II ¢ avaliar o actual estado sanitario destas
videiras em relagdo aos principais virus. As-
sim, em Fevereiro de 2006, foi realizada uma
prospecgdo em sete vinhas tendo sido ana-
lisados por ELISA os virus GLRaV-1, GL-
RaV-2, GLRaV-3, GLRaV-7, GFLV, ArMV,
GVA, GVB e GFkV.

Os resultados sdo analisados por casta e
vinha. No global mostram que a infec¢ao
por GLRaV-3 atinge os 100% e que a infec-
¢do por um ou dois Nepovirus ¢ superior a
50%. Os restantes virus foram detectados
em menor percentagem. Existe elevada per-

! Universidade dos Agores, Departamento de
Ciéncias Agrarias, Sec¢do de Protecgdo de Plantas,
Terra-Cha, 9702-851 Angra do Heroismo,

Terceira — Agores
silviabettencourt@yahoo.com
asimoes@mail.angra.uac.pt

2 Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro,
Departamento de Agronomia e CITAB, 5000-801
Vila Real anazare@utad.pt
Comunicagao apresentada no 5° Congresso
da Sociedade Portuguesa de Fitopatologia,
Coimbra, 2007

Recepgao/Reception: 2008.03.27
Aceitagcao/Acception: 2008.10.14

centagem de infecgdes mistas. Atendendo ao
prejudicial efeito qualitativo e/ou quantitati-
vo das infec¢des detectadas, ¢ apresentada
uma estratégia de intervengdo fitossanitaria
pretendendo contribuir para a recuperagdo da
vinha nos Biscoitos.

Palavras-chave: Agores, protec¢do de plan-
tas, virus, urticado, enrolamento.

ABSTRACT

At Terceira island in Azores, the region
Biscoitos is well known by its vineyards in
typical “curraletas”. The grapevines are for
the production of VLQPRD (i.e. Quality
Liquorus Wines Produced in Demarcated
Region). The predominant varieties are Ver-
delho branco and Verdelho roxo but also Ter-
rantez, Arinto and Boal branco are present.

One of the objectives of the project Interfruta-
I is the evaluation of the actual sanitary status
of those grapevines in relation to the main viru-
ses. Therefore, in February 2006, a survey was
done in seven vineyards evaluating by ELISA
the virus GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GL-
RaV-7, GFLV, AtMV, GVA, GVB and GFkV.

The results are analyzed by vineyard and
by variety. In general they show that infec-
tion by GLRaV-3 is 100% and that infection
by one or two Nepovirus is above 50%. The
other viruses were detected in lower percen-
tages. Mixed infections were also relevant.
Because of the qualitative and/or quantitative
deleterious effect of the infections detected,
a phytosanitary strategy will be presented in
order to contribute for the recuperation of the
grapevine in Biscoitos region.
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INTRODUCAO

A regido dos Biscoitos na ilha Terceira
nos Agores ¢ mundialmente conhecida pela
vinha em curraletas destinada a produgao
de Vinhos Licorosos de Qualidade Produzi-
dos em Regido Demarcada (VLQPRD). As
castas predominantes sdo Verdelho branco e
Verdelho roxo mas também estdo presentes
Terrantez, Arinto € Boal branco.

Varios estudos, ha muito publicados, re-
feriam a presenga dos nematodes vectores
do virus do urticado da videira nas ilhas de
S. Miguel e Terceira nos Agores (Sequeira
e Dias, 1964; Sturhan, 1973; Bravo, 1983;
Lamberti ez al., 1994; Bravo & Lemos, 1997).
Testes serologicos ai realizados nos anos

80-90 do século passado evidenciam também
a importancia do virus do urticado da videira
nessas ilhas (Lamberti et al, 1994).
Atendendo ao declinio progressivo que
se tem verificado nestas vinhas foi feita, no
ambito do projecto Interfruta-II, a avalia-
¢30 do actual estado sanitario destas videi-
ras em relagdo aos principais virus de que
sdo0 hospedeiros e para os quais ¢ possivel a
deteccao serologica, nomeadamente Grape-
vine leafiroll associated virus-1 (GLRaV-1),
Grapevine leafroll  associated — virus-2
(GLRaV-2), Grapevine leafiroll associated
virus-3 (GLRaV-3), Grapevine leafroll asso-
ciated virus-7 (GLRaV-7), Grapevine fanleaf
virus (GFLV), Arabis mosaic virus (AtMV),
Grapevine virus A (GVA), Grapevine virus
B (GVB) e Grapevine fleck virus (GFkV)
conforme caracterizados (Buchen-Osmond,
2002; Fauquet et al., 2004) no Quadro 1.

Quadro 1 — Caracterizagdo dos virus da videira prospectados.

Familia Género Espécie Vectores naturais
Closteroviridae Ampelovirus GLRaV-1 Cochonilhas
GLRaV-3 Cochonilhas
Closterovirus GLRaV-2
Nao classificado GLRaV-7
Flexiviridae Vitivirus GVA Cochonilhas
GVB
Tymoviridae Maculavirus GFkV
Comoviridae Nepovirus GFLV Nematodes
ArMV
MATERIAL E METODOS tre Maio e Outubro de 2006. Cada amostra

Em Fevereiro de 2006 foi realizada uma
prospeccdo em sete vinhas nos Biscoitos
(ilha Terceira). A amostragem teve em conta
a predominancia das castas. Em cada vinha,
e por curraleta, foi marcada uma videira e,
em cada videira, foram colhidas duas varas
em zonas opostas da planta. Foram colhidas
no total 300 varas de 150 videiras. As varas
foram mantidas a 4°C até serem testadas.
Os testes ELISA-Enzyme linked immuno-
sorbent assay (antissoros AGRITEST, SRL,
Bari, Italia) foram realizados na UTAD en-

consistiu em lenho de uma vara (de cada
videira foram analisadas duas varas, corres-
pondendo a duas amostras). Cada uma foi
testada em duplicado, em placas Nunc im-
munoplate Maxisorp, usando 100uL/alvéo-
lo, extracto 1:10 p/v em tampdo Tris-HCl,
pH 8.2, ao qual foi adicionado 2% PVP, 1%
PEG ¢ 0,05% Tween20. O substrato cromo-
génico da fosfatase alcalina foi p-nitrofenil
fosfato sendo consideradas positivas as
amostras com absorvancia a 405nm supe-
rior a trés vezes a absorvancia dos controlos
negativos.
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Quadro 2 — Infecgdo detectada por ELISA, para nove virus, nas sete vinhas nos Biscoitos (ilha Terceira, Agores).

N° total de N° de amostras positivas
amostras
GLRaVl GLRaV2 GLRaV3 GLRaV7 GFLV  ArMV  GVA GVB  GFkV
Vinha 1
Planta 20 0 0 20 4 20 6 5 12 5
Vara 40 0 0 40 5 36 10 9 22 8
Vinha 2
Planta 20 2 1 20 1 7 9 9 3 13
Vara 40 2 1 40 1 12 13 17 3 17
Vinha 3
Planta 20 0 9 20 0 6 5 6 4 0
Vara 40 0 12 40 0 12 8 7 7 0
Vinha 4
Planta 10 0 0 10 0 4 4 2 0 2
Vara 20 0 0 20 0 8 8 2 0 4
Vinha 5
Planta 30 0 0 30 2 16 8 11 0 0
Vara 60 0 0 60 2 31 14 14 0 0
Vinha 6
Planta 20 0 4 20 1 8 2 4(v) 0 0
Vara 40 0 4 40 1 13 2 5 0 0
Vinha 7
Planta 30 0 3 30 1 22 20 3 0 0
Vara 60 0 4 60 1 41 34 4 0 0
Total
Planta 150 2 17 150 9 83 54 40 19 20
Vara 300 2 21 300 10 153 89 58 32 29
(a) s6 foram testadas 23 plantas (45 varas) por falta de antissoro.
(b) s6 foram testadas 13 plantas (25 varas) por falta de antissoro.
(c) s6 foram testadas 18 plantas (35 varas) por falta de antissoro.
RESULTADOS E DISCUSSAO De forma global a infeccdo total detecta-
da nas sete vinhas em estudo ¢ apresentada
As vinhas da ilha Terceira (Biscoitos) pos- no Quadro 3. Os resultados dos testes sero-
suem uma elevada infec¢do viral. No Quadro l6gicos efectuados em videiras de curraletas
2 evidencia-se a infec¢@o detectada por vi- distintas mostraram que 100% das videiras
nha, nas sete vinhas amostradas, para os nove amostradas estavam infectadas com o Virus

virus testados. do enrolamento foliar da videira do tipo 3
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(GLRaV-3). Outros virus também presentes
em grande numero de videiras sdo o Virus
do urticado da videira (GFLV) e o Virus do
mosaico de Arabis (ArMV), existindo GFLV
com maior incidéncia (55,3% e 36%, respec-
tivamente). De destacar ainda a infecg¢@o por
GVA (32,3%). Os restantes virus prospecta-
dos foram também encontrados embora em
muito menor percentagem. A infec¢do pelo
Virus do enrolamento foliar da videira do

tipo 1 (GLRaV-1) parece ser esporadica pois
apenas foi detectada em 2 videiras do total de
150 testadas.

Verifica-se que quando a analise de vi-
deiras infectadas ¢ feita pelo valor conjunto
das duas varas, a percentagem de infecgdo ¢
superior a percentagem de infec¢ao detecta-
da quando se considera que uma vara ¢ uma
amostra, o que salienta a importdncia da
amostragem alargada na planta (Quadro 3).

Quadro 3 — Infecgao total detectada por ELISA, nas cinco castas amostradas, nas sete vinhas nos Biscoitos

(ilha Terceira, Agores).

por vara
n° varas + /n° varas testadas (%)

Virus por videira (2 varas)

n° plantas +/ n° plantas testadas (%)
GLRaV1 2/150 (1,3)
GLRaV2 17/150 (11,3)

GLRaV3 150/150 (100,0)
GLRaV7 9/150 (6,0)

GFLV 83/150 (55,3)
ATMV 54/150 (36,0)
GVA* 40/124 (32,3)

GVB 19/150 (12,7)
GFkV 20/150 (13,3)

2/300 (0,66)
21/300 (7,0)
300/300 (100,0)
10/300 (3,3)
153/300 (51,0)
89/300 (29,7)
58/245 (23,7)
32/300 (10,7)
29/300 (9,7)

Uma planta por curraleta, total de 150 plantas.

Duas varas por planta (zonas opostas de planta), total de 300 varas.

* menos plantas testadas por falta de antissoro.

Ao analisarmos a presenga dos virus
prospectados por castas (Quadro 4) verifi-
ca-se que o Virus do enrolamento foliar da
videira do tipo 3 (GLRaV-3) e o Virus do
urticado ou no-curto da videira (GFLV) es-
tao presentes em todas as castas. O Virus do
mosaico de Arabis (ArMV) e o Virus A da
Videira (GVA) foram detectados em todas
as castas excepto na casta Boal branco (mas
apenas uma planta estava incluida na amos-
tragem). O Virus do marmoreado da videira
(GFkV) foi detectado em Verdelho branco,
Verdelho roxo e em Terrantez. O Virus B

da Videira (GVB) foi detectado também
em Verdelho branco, Verdelho roxo ¢ em
Arinto. Os virus associados ao Enrolamen-
to foliar da videira do tipo 2 (GLRaV-2) ¢
ao Enrolamento foliar da videira do tipo 7
(GLRaV-7) foram apenas encontrados em
Verdelho (roxo e branco) e o Virus associa-
do ao Enrolamento foliar da videira do tipo
1 (GLRaV-1) foi apenas detectado numa
planta de Verdelho branco. E também de
referir que existe elevada percentagem de
infec¢Oes mistas de dois ou mais virus na
mesma planta.
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Quadro 4 — Infecgio detectada por ELISA, em cinco castas, nas sete vinhas nos Biscoitos (ilha Terceira, Acores).

Castas
(N° plantas testadas)
Virus Verdelho Verdelho Terrantez Arinto Boal
roxo branco branco
(70) (58) 12) ()] @)
GLRaV-1 +
GLRaV-2 +
GLRaV-3 + + + + +
GLRaV-7 + +
GFLV + + + +
ArMV + + +
GVA + + +
GVB + + +
GFkV + + +

Estratégia de intervencio fitossanita-
ria - As vinhas na ilha Terceira (Biscoitos)
possuem uma elevada infec¢ao viral e como
todos os virus da videira sdo transmitidos
pelo material de propagacdo vegetativa ¢
essencial que ndo seja usado material destas
vinhas para re-enxertia e/ou para inicio de
novas plantagdes.

E conhecido o efeito negativo, qualitativo
e/ou quantitativo, de alguns virus da videira
nomeadamente dos virus GLRaV-3 e GFLYV,
que se detectaram com maior incidéncia nos
Biscoitos (Bovey et al., 1980; Pearson & Go-
heen, 1988; Santos et al., 2003).

O virus do enrolamento da videira do tipo
3 (GLRaV-3), totalmente disseminado na re-
gido prospectada, afecta a qualidade das uvas
pelo atraso que causa na maturagio, acrés-
cimo de acidez e decréscimo dos agucares
(logo reduzindo o etanol potencial do mos-
to) e reducdo das antocianinas e polifendis,
podendo levar a uma perda de pigmentacao
nos cachos na ordem de 50% nas castas tintas
(Over de Linden & Chamberlain, 1970; Pear-
son & Goheen, 1988; Cabaleiro et al., 1999;
Gugerli, 2003).

Para GLRaV-3, para além da transmissao
por enxertia, ha referéncia a varias espécies

de cochonilhas vectores das familias Cocci-
dae e Pseudococcidae, nomeadamente Pla-
nococcus citri, P. ficus, Pseudococcus longis-
pinus, Ps. viburni (=Ps. affinis), Ps. calce-
oridae, Ps. maritimus, Phenococcus aceris,
Pulvinaria vitis, Heliococcus bohemicus e
Parthenocanium corni (Tanne et al., 1989,
Engelbrecht & Kasdorf, 1990; Belli et al.,
1994; Golino et al., 1995; Cabaleiro & Segu-
ra, 1997; Petersen & Charles, 1997; Golino
et al., 2000; Sforza & Greif, 2000; Golino et
al., 2002, Gugerli, 2003; Sforza et al., 2003;
Cid et al., 2006). Algumas destas espécies
sdo também vectores de GVA nomeadamen-
te Pseudococcuss longispinus, Planococcus
ficus, Planococcus citri e Neopulvinaria in-
numerabilis (Roscieglione et al., 1983; For-
tusini et al., 1997; Bunchen-Osmond; 2004).
De salientar que a cochonilha escura, Pseu-
dococcus viburni, foi identificada pela pri-
meira vez na videira na ilha Terceira e na ilha
do Pico em 2005 (Bettencourt et al., 2006) ¢
esta em estudo o seu potencial como espécie
vector de isolados de GLRaV-3 e de GVA da
ilha Terceira.

Assim, sera aconselhavel a prospec¢ao de
cochonilhas nas curraletas para averiguar a
necessidade de intervencdo cultural, nome-
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adamente climinar ¢ queimar, na altura da
poda, os sarmentos atacados e, se viavel,
raspar o ritidoma das plantas afectadas. E de
salientar que a presenca na vinha de vérios
organismos auxiliares podera levar a limita-
¢ao natural das cochonilhas (Amaro, 2001).

O virus do urticado da videira (GFLV),
que apresenta estirpes cromogénicas e estir-
pes deformantes, ¢ um virus com caracteris-
ticas degenerativas para o hospedeiro e pode
causar perdas quantitativas na producdo da
videira de cerca de 60% (Pearson & Gohe-
en, 1988; Martelli & Taylor 1989; Taylor e
Brown, 1997; Andret-Link et al., 2004). Os
nematodes Xiphinema index, X. italiae ¢ X.
diversicaudatum sao vectores destes virus
(Cohn et al., 1970; Martelli & Taylor 1989.
A sua aquisi¢do pode ser feita pelas formas
jovens ou adultas do vector, existindo grande
especificidade entre estes virus e a espécie de
nematode.

Sabe-se ha muito da existéncia de nemato-
dos vectores do virus do urticado da videira
nas ilhas de S. Miguel e Terceira nos Agores
(Sequeira e Dias, 1964; Sturhan, 1973; Bra-
vo, 1983; Lamberti et al., 1994). Por isso,
nao ¢ de estranhar a grande dispersao de Ne-
povirus encontrada nas curraletas, embora
nao deva ser negligenciada a provavel ac¢ao
do Homem, pela utilizacao de material de en-
xertia contaminado.

E importante avaliar a actual incidéncia
de nematodes vectores de Nepovirus nos
vinhedos da ilha Terceira. Admite-se que a
presenca destes vectores nos solos seja ainda
uma constante existindo as condi¢des de per-
petuagdo da doenga nomeadamente videiras
infectadas e nematodes vectores pelo que,
¢ devido a importancia da vitivinicultura na
economia agricola da regido, torna-se funda-
mental lutar contra os nematodes e contra o
virus.

A luta contra estes agentes nao sera facil
de realizar, principalmente quando se trata
de culturas perenes, como a vinha. Relati-
vamente a luta contra os nematodes fitopa-
togénicos em geral, a luta quimica tem sido
a mais utilizada, com 1,3-dicloropropeno em
pré-plantagdo e apenas no ano da plantacdo

(Lemos et al., 1997; Garrido, 2007). Contu-
do, esta forma de luta apresenta graves incon-
venientes, nomeadamente o custo, a falta de
especificidade dos nematodicidas e os efeitos
secundarios em relagdo ao Homem e outros
animais € ao agro-ecossistema vinha. Além
disso, estes nematodes conseguem existir a
profundidades de 3,5 metros, associados a
raiz da videira.

A utilizagdo de plantas com efeito alelopa-
tico ¢, numa Optica de viticultura sustentavel,
uma medida que podera ser aplicada na re-
gido. Existem numerosas espécies de plan-
tas que possuem compostos que podem ter
um efeito nematodicida ou nematoestatico
(Jaeger, 2003). Esses compostos pertencem
principalmente ao grupo dos isotiocianatos,
glicosidos cianogénicos, poliacetilenos, alca-
loides, acidos gordos e derivados, terpenoi-
des, fenodlicos entre outros (Chitwood, 2002,
Argentieri et al., 2008). Aballay e Insunza
(2002) testaram o efeito alelopatico de oito
espécies de plantas em Xiphinema index, ten-
do verificado que nas parcelas onde Brassica
napus foi utilizada como cultura de cobertu-
ra, ¢ depois incorporada no solo, houve uma
redugdo significativa da populagdo de nema-
todes. A acgdo alelopatica de B. napus ¢é devi-
da a produg@o de glucosinolatos que quando
sdo hidrolisados originam tiocianatos e iso-
tiocianatos, entre outros compostos (Campos
et al., 1994).

Assim, para a melhoria do estado sanita-
rio e consequentemente da produtividade e
rentabilidade das vinhas nos Agores, e neste
caso particular nos Biscoitos, consideramos
que devera proceder-se a replantagdo das
castas utilizadas, que terdo que estar certifi-
cadas para a isen¢@o de todos os virus que
constam da Directiva europeia (Directiva n°
2005/43/CE), onde estdo incluidos nome-
adamente os virus GLRaV-3 e GFLV. Para
que a replantagdo seja eficiente de modo a
garantir que as castas ndo voltem a ser infec-
tadas, devera haver uma reducédo substancial
dos vectores no solo antes de se efectuar esta
replantacdo. Ndo ¢ de aconselhar a utiliza-
¢do de nematodicidas de sintese, por todos
os efeitos negativos ja referidos. Parece-nos
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que uma opgao sustentavel sera a utilizagao
de Brassica napus como cultura de coberto
vegetal, fazendo-se depois a sua incorpora-
¢do. E necessario contudo determinar quais
as variedades de B. napus mais indicadas
para o clima e solo da regido dos Biscoitos e
que simultaneamente tenham teores elevados
de glucosinolatos. Sera também conveniente
determinar qual a melhor época para efectuar
a incorporag¢ao da cultura, tendo como objec-
tivo o controlo dos nematodes. Simultanea-
mente dever-se-4 ainda estudar até que pro-
fundidades actuam estes compostos na luta
contra os nematodes. S6 uma luta sustentavel
permitira a eliminagdo gradual ¢ eficaz des-
tes virus da cultura da vinha nos Agores e um
aumento no rendimento dos vitivinicultores
a médio prazo.

CONCLUSOES

A clevada infecgdo viral detectada na re-
gido dos Biscoitos em 2006 estd de acordo
com idéntica prospeccdo realizada no ano
anterior nas vinhas utilizadas para produgao
de VLQPRD nas Ilhas do Pico e Terceira (ver
Bettencourt et al, este Congresso SPF).

Apesar de a maioria da transmissdo das
viroses na videira se dar devido a utilizagdo
indevida de bacelos e/ou garfos infectados,
sera também importante uma estratégia de
protecgdo sustentavel, tal como foi referido
anteriormente, relativamente aos vectores
conhecidos das duas viroses detectadas com
maior incidéncia, nomeadamente cochoni-
lhas das familias Coccidae e Pseudococcidae
(vectores de GLRaV-3, mas também de GL-
RaV-1, GVA, GVB) ¢ nematodes do género
Xiphinema (vectores de GFLV e ArMV).
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