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ORGANOGÊNESE IN VITRO E  DIAGNOSE VIRAL EM VIDEIRAS 

CULTIVADAS NO VALE DO RIO SÃO FRANCISCO  

Autor: Luiz Ronaldo Nali 

Orientador: Prof. Dr.  Weliton Antonio Bastos de Almeida 

 
RESUMO: A vitivinicultura é uma das principais atividades do agronegócio 

irrigado do Vale do rio São Francisco. A aplicação de técnicas de cultura de 

tecidos em genótipos superiores, com certificação fitossanitária, constitui em 

importante medida para a sustentabilidade da atividade. Dessa forma, estudou-se 

a resposta organogênica in vitro, como pré-requisito para futuros trabalhos de 

transferência genética. Explantes de folhas com pecíolo, originados de brotações 

axilares in vitro, de sete cultivares de videira, foram induzidos em meio de cultura 

NN, suplementado com reguladores de crescimento. A avaliação da porcentagem 

de explantes com regeneração adventícia (PER) e índice de regenerantes por 

explante (IR/E) foi realizada 75 dias após a inoculação dos explantes. Para o 

índice de regenerantes por explante foi utilizado um sistema de notas. A 

porcentagem de explantes regenerativos variou de 0%, na cultivar Benitaka e no 

controle, até 50% na cultivar Thompson Seedless. As cultivares com taxas acima 

de 7 regenerantes por explante foram: Petit Shiraz (15,0 µM BAP + 0,1 µM ANA) 

e Red Globe (10,0 µM BAP + 0,1 µM ANA). Para certificação fitossanitária de 

genótipos, aplicaram-se testes diagnósticos DAS-ELISA (Enzyme-Linked Immuno 

Sorbent Assay) visando avaliar sua eficiência na detecção de vírus em videiras 

cultivadas em condições tropicais de altas temperaturas. Foram investigadas a 

presença dos vírus Grapevine leafroll virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll virus 3 

(GLRaV-3), Grapevine virus A (GVA), Grapevine fanleaf virus (GFLV) e Grapevine 

fleck virus (GFkV) em quatro cultivares de videira. Foi detectada a presença de 

GLRaV-3 nas cultivares Benitaka (80%), Superior Seedless (60%) e Itália (40%) 

em amostras de pecíolo + nervuras de folhas adultas. Foi detectado GVA nas 

cultivares Superior Seedless (40%), IAC-313 (40%) e Benitaka (20%) em 

amostras de pecíolo + nervuras de folhas adultas, lâmina de folhas adultas e 

pecíolo + nervuras de folhas jovens, respectivamente. Foi detectado GFLV (20%) 

na cultivar Benitaka, em amostras pecíolo + nervura de folhas adultas. Não foram 

detectados GLRaV-1 e GFkV.   

Palavras-chave: Vitis, organogênese, reguladores de crescimento, ELISA, vírus. 



IN VITRO ORGANOGENESIS AND VIRAL DIAGNOSIS IN GRAPEVINE ON 

SAN FRANCISCO RIVER VALLEY  

Author: Luiz Ronaldo Nali 

Adviser: DSc. Weliton Antonio Bastos de Almeida 

 
ABSTRACT: The viticulture is an important economical activity in the irrigated 

agriculture of the São Francisco river Valley. The application of tissue culture 

technic on certified free selects genotypes of viruses are important for the 

sustentability of the activity. In vitro organogenesis was studied as requisite for 

future investigations for genetic transformation studies. Explants of leaves with 

petiole, originated from in vitro axillary shoots, of seven grapevines cultivars, were 

induced in culture medium NN, supplemented with growth regulators. The 

evaluation was carried out 75 days after explant inoculation analyzing the 

percentage of explants with adventitious regeneration and rate of regeneration per 

explant. A note system was used for the rate of regeneration per explant. The 

percent of explant regeneration varied from 0%, in Benitaka cultivar and the 

control, up to 50%, in Superior Seedless cultivar. The cultivars with rate more than 

7 regenerants per explants were: Petit Shiraz (15,0 µM de BAP + 0,1 µM ANA) 

and Red Globe (10,0 µM de BAP + 0,1 µM ANA). For certified free selects 

genotypes of viruses, diagnostic test DAS-ELISA (Enzyme-Linked Immuno 

Sorbent Assay) was used aiming to evaluate its efficiency to detect virus in 

grapevine under tropical conditions of high temperatures. In this case, were 

investigated the presence of Grapevine leafroll virus 1 (GLRaV-1), Grapevine 

leafroll virus 3 (GLRaV-3), Grapevine virus A (GVA), Grapevine fanleaf virus 

(GFLV) and Grapevine fleck virus (GFkV) in four grapevine cultivars. The 

presence of GLRaV-3 in Benitaka (80%), Superior Seedless (60%) and Itália 

(40%) cultivars was detected in samples of petiole and leaf veins of adult leaves. 

The presence of GVA in Superior Seedless (40%), IAC-313 (40%) and Benitaka 

(20%) cultivars were detected in samples of petiole and leaf veins of adult leaves, 

lamina of adult leaf and petiole and leaf veins of young leaves. The presence of 

GFLV in Benitaka (20%) was detected in samples of petiole and leaf veins of adult 

leaves. It was not detected GLRaV-1 and GFkV.  

Key words: Vitis, organogenesis, growth regulators, ELISA, virus. 



 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

A videira é cultivada em mais de 60 países, com área aproximada de 7,6 

milhões de ha e produção de 64,3 milhões de toneladas. Os maiores produtores 

mundiais em milhões de toneladas no ano de 2002 foram:  Itália (7,4), França 

(6,8), Estados Unidos (6,7) e Espanha (5,9). Dos países da América do Sul,  

destacam-se: Argentina, Chile e Brasil, com produções anuais de 2,4 milhões de 

toneladas, 1,7 milhão de toneladas e 1,1 milhão de toneladas, respectivamente 

(FAOSTAT, 2004). Cerca de 80% da produção mundial de uva é destinada para 

vinhos ou produtos derivados de vinho. Os 20% restantes da produção 

compreendem uvas de mesa, uvas passa, sucos e geléias (Mullins,1990). 

A produção brasileira de uva, no ano de 2002, foi de aproximadamente 

1,1 milhão de toneladas, apresentando um aumento de produção de 64% em 

relação ao ano de 1996. No Brasil, a região Sul apresenta a maior área plantada 

(46.182 ha), seguida pelo Sudeste (13.102 ha) e Nordeste (6.097 ha) (Agrianual 

2004). Na região Nordeste destaca-se, como principal pólo vitivinícola, a região 

do Sub Médio do Vale do Rio São Francisco, situado na zona semi-árida, 

abrangendo no estado de Pernambuco os municípios de Petrolina, Lagoa 

Grande e Santa Maria da Boa Vista e no estado da Bahia os municípios de 

Juazeiro, Curaçá, Sobradinho, Sento Sé e Casa Nova (Leão & Possídeo, 2000)  

O incremento em área e produção de uvas tornam atualmente o Vale do 

Rio São Francisco uma região de alta taxa de crescimento desta cultura à nível 

de Brasil. A região representa aproximadamente 95% das exportações nacionais 

de uvas finas para mesa, desempenhando importante papel sócio-econômico. 



Além disso, destacam-se importantes projetos no setor vitivinícola, com o 

objetivo de em cinco anos produzir o equivalente à metade do vinho nacional, ou 

seja,  mais de 30 milhões  de litros de vinhos finos por ano (Anuário Brasileiro da 

Fruticultura, 2004).  

Entre as variedades de uva mais cultivadas na região, destacam-se as 

finas para mesa, originárias de castas européias e americanas (Itália, Red Globe, 

Benitaka, Superior Seedless, Crimson Seedless e Thompson Seedless) e as 

variedades para vinho (Petit Shiraz, Cabernet Sauvignon, Merlot e Alicante 

Bouchet). Devido à especificidade climática desta região, as vinhas apresentam 

comportamento fisiológico diferenciado caracterizado pela precocidade de 

produção e possibilidade de produzir praticamente o ano todo (Silva & Correia, 

2000). Por outro lado, as principais limitações da cultura são a carência de 

variedades sem sementes adaptadas à região (Camargo et al.,1997), aliado à 

suscetibilidade a doenças e presença de áreas significativas implantadas com 

material sem certificação fitossanitária (Melo, 2004 comunicação pessoal). 

Considerando-se a diversidade ambiental da área de ocorrência natural 

das videiras (Centro Euroasiático, Centro Asiático e Centro Americano), fica 

evidente a riqueza do germoplasma da espécie, indicando ampla capacidade de 

adaptação a diferentes condições de clima e solo. Enquanto algumas espécies, 

como V. vinifera e V. labrusca, apresentam características de alta qualidade de 

frutos para fins específicos, outras contêm genes de resistência ou tolerância a 

diferentes fatores bióticos (doenças e pragas) e abióticos (condições extremas 

ou adversas de clima e solo) (Alleweldt et al., 1990). 

O melhoramento genético convencional, de uma forma geral e 

especialmente, no caso da videira, tem sido um instrumento importante na busca 

de produtividade e qualidade, visando a adaptação a condições ambientais 

diversas, redução do uso de produtos químicos por meio da resistência a pragas 

e doenças e adaptação a novos sistemas de cultivo e à mecanização (Terra et 

al., 1993). 

 Apesar do grande potencial genético das espécies muscadíneas, tais 

como V. rotundifolia como fonte de resistência a doenças e pragas, torna-se 

difícil,  através da genética convencional, estabelecer híbridos estáveis e férteis 

com o uso de parentais com 38 e 40 cromossomos (Krul & Mowbray, 1984). Por 



outro lado, a utilização de métodos não convencionais (transferência gênica, 

cultura de embriões, fusão de protoplastos, mutagênese) têm sido propostos 

com o objetivo de acelerar os ganhos genéticos em videira (Bouquet,1989; 

Meredith,1996).  Assim, o desenvolvimento de protocolos de regeneração in vitro 

e a descoberta, manutenção e acessibilidade de genes de interesse para 

programas de melhoramento são passos fundamentais para o estabelecimento 

de novos produtos (Torregrosa & Bouquet, 1996). 

A utilização da transformação genética em plantas permite a introdução de 

características agronômicas favoráveis sem alterar o fenótipo do material, 

necessitando para isso o desenvolvimento de sistemas in vitro para regeneração 

de plantas. No entanto, o uso de Agrobacterium para transferência de genes em 

videira é utilizado apenas para poucos genótipos que apresentam tecidos com 

competência embriogênica (Pêros et al., 1998). Vale salientar que a produção de 

calos embriogênicos é laboriosa, sendo que o fenótipo das plantas regeneradas 

pode sofrer alterações (Mezetti et al., 2002). Recentemente, a utilização da 

técnica de transformação por biobalística foi relatada por Kikkert et al. (1996), e 

pode ser utilizada em conjunto com organogênese somática a qual é obtida para 

um número maior de cultivares. Por outro lado, Mezetti et al. (2002), 

desenvolveram um protocolo eficiente baseado em regeneração via 

organogênese e transferência genética.  

 Ressalta-se também, que a grande demanda por novos plantios na região 

do sub-médio São Francisco, acarreta muitas vezes, na utilização de fontes não 

certificadas de material genético isento de vírus, possibilitando a disseminação 

desses patógenos através da enxertia e estaquia. Nesse caso, alguns dos 

principais problemas ocasionados pelas doenças viróticas são a diminuição da 

vida útil dos vinhedos e a crescente redução do peso, qualidade e características 

bioquímicas dos frutos, levando à inviabilidade econômica da produção (Kuhn, 

1992; Castellano et al., 1983). 

Sabe-se, portanto, que o domínio da aplicação dos processos 

morfogênicos é importante para o desenvolvimento de sistemas eficientes de 

regeneração, visando sua utilização como ferramenta para os programas de 

melhoramento genético em videiras. Por outro lado, a aplicação da técnica de 

detecção de viroses por DAS-ELISA possibilita uma rápida diagnose de 



infecções virais em videiras cultivadas na região, além de servir como ferramenta 

para certificação em programas de sanitarização in vitro de genótipos superiores. 

Assim, o presente trabalho, desenvolvido em parceria entre a Escola  de 

Agronomia da UFBA, em Cruz das Almas-BA, e a Embrapa Semi-Árido, em 

Petrolina-PE, procurou estabelecer um processo de organogênese in vitro e a 

utilização de teste diagnóstico DAS-ELISA, em videiras cultivadas no Vale do rio 

São Francisco. Dessa forma procurou-se estabelecer uma interação de técnicas 

de cultura de tecidos para fins de melhoramento, com testes de certificação de 

genótipos para fins fitossanitários. 

 

MORFOGÊNESE IN VITRO EM VIDEIRA 

 

A morfogênese pode ser conceituada como o processo decorrente da 

divisão de massas celulares, e posterior diferenciação celular limitada a uma rota 

específica (Christianson,1985). Sistemas multicelulares, com intensidades 

variadas de determinação, podem adquirir novas competências através da ação 

de sinais químicos (reguladores de crescimento), que ativam seletivamente 

determinados grupos de genes (epigênese), ocorrendo a formação de calos, 

gemas e/ou embriões (Segura,1993). 

O processo de diferenciação celular reflete, em última análise, o efeito de 

pelo menos três grupos de fatores. O primeiro é o fator genético, que incorpora o 

estoque de potencialidades podendo ser expressas durante o desenvolvimento; 

o segundo fator está representado pelas características originadas durante a 

ontogênese e, por último, existem as características cuja expressão dependem 

apenas do ambiente (Kerbauy, 1999). 

A morfogênese in vitro pode ser realizada por duas vias: organogênese ou 

embriogênese somática. A organogênese relaciona-se com a obtenção de eixos 

caulinares monopolares, originados de gemas neoformadas, podendo ser direta 

ou indireta. No primeiro caso, a partir de um explante primário ocorre a formação 

de um eixo caulinar a partir de gemas apicais, laterais ou axilares. No segundo 

caso ocorre a desdiferenciação do explante, resultando na formação de calos 

que são agregados celulares desorganizados ocorrendo a indução e proliferação 



de gemas adventícias (Segura,1993). Embriogênese é o termo usualmente 

empregado para designar o processo pelo qual células haplóides ou somáticas 

desenvolvem-se por meio de diferentes estádios embriogênicos, dando origem a 

uma planta, sem que ocorra a fusão de gametas (Williams & Maheswaran, 

1986).  

Segundo Reisch et al. (1989), existem três estágios no desenvolvimento 

das gemas adventícias: estágio 1, onde ocorre formação rudimentar de 

meristema apical; estágio 2, onde ocorre presença de primórdios foliares, e 

estágio 3, onde ocorre alongamento da axis das gemas adventícias para 

formação de brotos. 

A cultura de tecidos tem contribuído significativamente para o estudo da 

morfogênese in vitro, tendo como desafio a definição de protocolos mais 

adequados para a divisão e diferenciação celular de cada genótipo, e por último 

a obtenção de plantas idênticas àquela de onde a célula ou conjunto de células 

foi retirado. Os processos morfogenéticos, como formação de gemas, raízes ou 

embriões somáticos, constituem-se em conhecimentos indispensáveis para o 

desenvolvimento de áreas da bioquímica, fisiologia e genética de plantas 

(Ramalho & Santos, 1990). 

 Organogênese somática in vitro tem sido descrita em diversas culturas 

(Nehra et al., 1989, Morales et al., 1999, Almeida et al., 2002). Em morangueiro  

(Fragaria x ananassa cv. Redcoat), Nehra et al. (1989) desenvolveram um 

método eficiente de regeneração direta de brotos, através do uso de discos 

foliares inoculados em meio MS, suplementado com 10 µM de BAP e 10 µM de 

AIA. Concluíram também que a regeneração de brotos não dependia da luz, 

porém que baixas intensidades luminosas da ordem de 12,5 µmols-1m-2 

aumentavam a regeneração. 

Para otimização do processo de organogênese in vitro e regeneração de 

plantas de Citrus sinensis e Citrus limonia, Almeida et al. (2002), utilizaram 

segmentos de epicótilo cultivados em meio MT (Murashige & Tucker, 1969), 

suplementado com 25 gL-1 de sacarose. A combinação de 1,0 mgL-1 de BAP, 

utilizada na fase de indução de brotações e 1,0 mgL-1 de IBA, utilizada na fase 

de enraizamento, permitiu regeneração de plantas com bom índice de 

enraizamento nas variedades de laranjas “Natal”, “Valência” e “Hamlin”. A 



utilização de 0,5-2,5 mgL-1 de BAP na fase de indução de brotações, com 1,0 

mgL-1 de IBA na fase de enraizamento, assegurou regeneração de plantas com 

alto índice de enraizamento para o limão “Cravo”.  

Trabalhos com macieira mostraram que  o regulador de crescimento BAP 

é essencial para a indução de brotações (Dunstan et al., 1985; Arello et al., 

1989). O efeito do BAP e TDZ (thidiazuron)  na calogênese e organogênese em 

internódios de macieira cultivar Gala RW1, foi relatado por Morales et al. (1999). 

Neste trabalho, internódios provenientes de cultivo in vitro, foram inoculados em 

meio MS e mantidos em condição de escuro por três semanas. Posteriormente 

foram colocados em intensidade luminosa de 1500-2000 lux e fotoperíodo de 16 

horas. Os melhores tratamentos foram: 5 µM de BAP, quando se obteve 10 

brotos/explante ou 39 gemas/explante e BAP + AIB (5 µM), que originou em 

média 5,6 brotos/explante ou 20 gemas/explante. 

Estudos de cultura de tecidos em videira primeiramente obtiveram  

calogênese ou enraizamento in vitro e foram relatados por Fallot (1954), Pelet et 

al. (1959) e Galzy (1969). O primeiro relato de formação de gemas adventícias 

foi feito por Favre (1977), onde plantas foram regeneradas a partir de tecidos 

foliares de vinhas híbridas interespecíficas (Vitis riparia x Vitis rupestris) e de 

tecidos foliares da cultivar de V. vinifera, “Prodigiosa” (“Bicane” x “Poete 

Matabon”).  

A regeneração de videiras, através de organogênese in vitro, foi descrita a 

partir de diferentes explantes, tais como folhas contendo pecíolo (Péros et al., 

1998), lâmina foliar (Martinelli et al., 1996), pecíolos (Tang & Mullins, 1990), 

segmentos internodais (Rajasekaran & Mullins, 1981) e brotos proliferativos 

(Mezetti et al., 2002). Entretanto, pecíolos têm sido mais regenerativos que 

lâminas (Stamp et al., 1990; Baydar, 2000), bem como a orientação adaxial das 

folhas sobre o meio de cultura tem apresentado melhores índices de 

regeneração adventícia (Péros et  al., 1998; Nehra et al., 1989). 

 O tipo e concentração de reguladores de crescimento utilizados em meio 

de cultura in vitro são fatores determinantes no crescimento e no padrão de 

desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de tecidos, sendo as  

auxinas e citocininas os mais utilizados (Caldas et al., 1999).  A formação de 

raiz, parte aérea e calo é regulada pela disponibilidade e interação dessas duas 



classes de reguladores de crescimento (Skoog & Miller, 1957). Ressalta-se 

também a importância dos fatores intensidade luminosa, temperatura de 

incubação, tipo de meio de cultura (Regner & Romann, 1994), estádio fenológico 

da matriz doadora (Roubelakis-Angelakis & Katsirdakis, 1990) e do genótipo 

(Péros et al., 1998).  

O desenvolvimento de um eficiente protocolo de organogênese em videira 

foi relatado por Stamp et al. (1990). Explantes de folha contendo pecíolo, das 

cultivares French Colombard e Thompson Seedless foram inoculados com a face 

abaxial sobre meio NN (Nitsch & Nitsch, 1969) com 2 mgL-1 de BAP, em condição 

de intensidade luminosa de 40 µmols-1m-². Após 3 semanas da inoculação, 

apresentaram 96% de explantes com brotos adventícios. As folhas mais jovens, 

excisadas lateralmente (1-8 mm comprimento) foram mais responsivas que folhas 

mais velhas. Os brotos enraizaram com alta freqüência em meio MS contendo     

1 mgL-1  de  AIA e produziram plantas morfologicamente normais. 

Em Singh & Brar (1993) a utilização das auxinas ANA e 2,4-D em 

combinação com as citocininas  BAP e cinetina em meio MS sob luz, produziram 

diferentes tipos de calos em distintos explantes (folhas jovens, ápice caulinar, 

segmentos nodais e internodais) de videira cultivares Thompson Seedless e 

Perlette. Todos os tratamentos com exceção de 2,4-D produziram calos. O meio 

contendo auxinas produziu calos friáveis de cor branco-creme para verde que se 

tornaram amarronzados e necrosaram com 4-6 semanas após subcultura. Este 

resultado  está em conformidade com o obtido por Krul & Worley (1977). Já o 

meio contendo citocininas produziu calos nodulares verdes e calos compactos. 

Dentre os trabalhos que obtiveram sucesso na produção de brotos 

organogênicos, a utilização da citocinina BAP variou em concentração de        

4,4 µM  a 13,2 µM isolada ou associada com a auxina ANA (0,05 µM  a 0,1 µM). 

Para Clog et al. (1990), a concentração de BAP requerida para formação de 

calos organogênicos depende do tempo de cultivo in vitro no qual o explante foi 

retirado, sendo que quanto menor o tempo de cultivo do explante, menor deverá 

ser a concentração de BAP utilizada.  

A influência do genótipo na organogênese foi relatada por Martinelli et al. 

(1996). Seguindo o protocolo de Stamp et al. (1990), uma população de 

explantes homogêneos foi estabelecida através de brotos oriundos de 



segmentos nodais. Após 40 dias, folhas jovens foram excisadas na região do 

pecíolo e inoculadas em ½ MS suplementado com BAP e ANA. Explantes foram 

incubados no escuro por 10 dias, sendo logo após colocados em penumbra. A 

eficiência de regeneração foi monitorada pela porcentagem de folhas 

apresentando regeneração durante um período de 80 dias. Organogênese direta 

foi principalmente observada na superfície cortada do pecíolo, algumas vezes 

nas veias centrais. Calogênese precedeu organogênese em Vitis armata, Vitis 

simpsonii e Sultana moscato. Destas, V. armata foi a mais regenerativa (59%), 

porém “Cabernet Franc”, “Chardonnay” e “Riesling” apresentaram também 

resultados relevantes (48%, 43% e 28%, respectivamente). De qualquer 

maneira, “Cabernet Sauvignon” falhou na regeneração. 

Alta variabilidade de regeneração adventícia também foi observada por 

Péros et al. (1998), entre 20 cultivares de Vitis, com valores de porcentagem de 

regeneração de 1,7% a 62,8%, com média de 36,7% e coeficiente de variação 

de 47%. Os seis melhores genótipos, com média acima de 50% de regenerantes 

foram: “Carignam”, “Alicante Bouschet”, “Merlot”, “Cabernet Sauvignon”,  “Petit 

Shiraz” e “Grenache”. Não houve correlação entre a porcentagem de 

regeneração de explantes e a capacidade de micropropagação das variedades 

medida pelo número de nós. Neste trabalho, explantes foliares in vitro foram 

obtidos através de microestacas inoculadas em meio ½ MS, suplementado com 

5 µM de BAP, 2 mgL-1 de glicina e sacarose a 20 gL-1, sendo solidificado com 

agarose a 8 gL-1 e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Após 4 a 5 

semanas as microestacas desenvolveram brotos pequenos com folhas 

diminutas. Foram retiradas duas folhas mais desenvolvidas por microestaca, 

cortadas transversalmente e inoculadas com sua face adaxial em meio NN 

(Nitsch & Nitsch, 1969) suplementado com 10 µM de benzilaminopurina e 0,1 µM 

de ácido naftalenoacético. As culturas foram incubadas em condição de escuro 

durante as primeiras duas semanas e depois levadas para condição de luz. A 

porcentagem de explantes regenerando órgãos adventícios, como por exemplo 

folhas, gemas e brotos foram avaliados de 4 a 5 semanas após a inoculação. 

  Na mesma linha, Baydar (2000) avaliou o efeito de genótipos, fonte de 

explante (pecíolo e lâmina) e meios de cultura (MS e NN)  na formação de brotos 

adventícios em videira. O explante pecíolo cultivado em meio MS (Murashige & 



Skoog, 1962) com 2 mgL-1 de BAP obteve 34,7% a 56% de brotos adventícios, 

enquanto que para lâmina, este índice variou de 18,7% a 22,7%. Já para o meio 

NN os resultados foram de 16% a 34,7% para pecíolos e 8% a 14% para lâminas. 

Os genótipos analisados apresentaram diferentes resultados de formação de 

brotos adventícios, confirmando a influência do clone no resultado final.  

O efeito do genótipo sobre a organogênese também foi observado em 

outras espécies lenhosas (Almeida et al., 2002). Por outro lado, organogênese in 

vitro tem sido obtida tanto em meio MS (Singh & Brar, 1993) , MS/2 (Martinelli et 

al., 1996; Kwon et al., 2000), como em meio NN (Stamp et al., 1990; Singh & Brar, 

1993) e meio LS (Regner & Romann, 1994), existindo uma alta correlação positiva 

entre meio de cultura e genótipo (Baydar, 2000) . 

Recentemente, foram desenvolvidos por Mezzetti et al. (2002) um sistema 

organogênico eficiente, através do uso de explantes de brotos proliferativos. A 

técnica consiste  na utilização in vitro de brotos proliferativos que são cultivados 

a cada 30 dias em presença crescente de BAP (4,4 µM; 8,8 µM; 13,2 µM). Nesse 

caso, a cada transplante é realizada a excisão do ápice caulinar, sendo que, 

após três meses, verifica-se a produção de massas de tecido meristemático. 

Seções de tecidos preparados pelo corte de massas meristemáticas, 

apresentaram alta competência meristemática e regenerativa, sendo que com 4 

semanas ocorreu a produção de um grande número de brotos adventícios (em 

torno de 20 por seção). Após o primeiro ano de cultivo em campo, as plantas 

apresentaram-se fenotipicamente homogêneas e altamente semelhantes às 

plantas controle.  

Por outro lado, plantas obtidas com diferentes métodos de regeneração 

apresentaram forte pigmentação por antocianina, reduzido vigor, lobulação foliar 

e albinismo (Rajasekaran & Mullins,1979; Rajasekaran & Mullins, 1983; Franks et    

al., 1998). 

 

DIAGNOSE DE VIROSES EM VIDEIRA 

 

O termo vírus pode ser definido como um grupo de uma ou mais moléculas 

de ácido nucléico (DNA ou RNA), normalmente encapsulada em uma capa ou 



capas de proteína ou lipoproteína, sendo capaz de organizar sua replicação 

somente na presença de células hospedeiras (Matthews, 1991). 

A relação bibliográfica de trabalhos enfocando viroses em videira iniciou-se 

em 1965 sob a coordenação do International Council for the Study of Viruses and 

Virus-Like Diseases of the Grapevine (ICVG) (Caudwell, 1965; Caudwell et al., 

1972; Hewitt & Bovey, 1979; Bovey & Martelli, 1986; Bovey, 1997). 

 As viroses que atacam a videira estão amplamente disseminadas pela 

vitivinicultura mundial (Bovey & Martelli, 1986). No último “meeting” da ICVG 

realizado em 2003 na Itália, foram relatadas viroses na Argentina (Gracia et al., 

2003), Ucrânia (Muljukina et al., 2003), Grécia (Dovas et al., 2003), Irã (Habili et 

al., 2003), Itália (Zorloni et al., 2003), Portugal (Santos et al., 2003), Espanha 

(Padilha et al., 2003), Egito (Ahmed et al., 2003), República Checa (Kominek et 

al., 2003), França (Vigne et al., 2003), Turquia (Digiaro et al., 2003), Alemanha 

(Ipach et al., 2003), Chile (Engel et al., 2003) e Nova Zelândia (Bonfiglioli et al., 

2003). 

No Brasil, já foram relatadas os vírus do enrolamento da folha da videira 

(Grapevine  leafroll virus 1 e 3); folha em leque ou dos entre-nós curtos da videira 

(Grapevine fanleaf virus); lenho rugoso da videira (Grapevine rugose wood), 

mosaico das nervuras (Grapevine  fleck virus), entre outras (Kuniyuki, 2003). As 

viroses acarretam a diminuição da vida útil dos vinhedos e a crescente redução 

do peso, qualidade e características bioquímicas dos frutos, levando a 

inviabilidade econômica da produção (Castellano et al., 1983; Kuhn, 1992).       

De maneira geral, o diagnóstico da infecção viral em vegetais pode ser  

realizado por 3 vias: (a) Métodos Biológicos, onde a detecção do agente 

patogênico é realizada através de inoculação mecânica ou enxertia em plantas 

indicadoras; (b) Métodos Moleculares, com a revelação da seqüência de ácidos 

nucleicos específicos do genoma do agente patogênico e (c) Métodos 

Imunológicos, através da detecção de moléculas imunogênicas sintetizadas pelo 

vírus (Zambolim, 1999). 

Os testes clássicos de indexação biológica utilizam em nível de campo 

plantas indicadoras sadias sobre as quais é enxertado material a ser testado. Os 

sintomas podem ser observados num período médio de 18 meses. As indicadoras 

mais testadas no Brasil e em outros países são as variedades de Vitis vinifera 



Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Gamay, Mission e Pinot Noir e o híbrido 

LN-33 (Kuniyuki, 2003).  

 Segundo Kassemeyer et al. (1997), a otimização do processo de 

indexação pode ser realizada através de enxertia verde em casa de vegetação, o 

que propiciou  a detecção de leafroll, fleck, corky bark, vein mosaic e vein 

necrosis em menos de 2 a 3 meses, comparado com pelo menos duas estações 

com indexação em nível de campo. Por outro lado, uma detecção segura de stem  

pitting e stem grooving em casa de vegetação somente é possível após 8-12 

meses.  

Os testes moleculares baseiam-se na hibridização de ácidos nucléicos e na 

reação em cadeia da polimerase (PCR). Na hibridização molecular são utilizadas 

membranas e sondas com seqüência de nucleotídeos complementares aos 

agentes procurados, para detecção de DNA (Southern blot) e RNA (Northern 

blot). Essas sondas podem ser encomendadas comercialmente, obtidas via 

síntese de cDNA (DNA complementar) ou, ainda, pela marcação de DNA viral 

obtido pela reação de PCR. Conhecendo-se pelo menos parte da seqüência do 

agente viral de interesse é possível o diagnóstico via PCR, processo 

automatizado de amplificação cíclica, em termocicladores, do agente de interesse 

e, visualização do DNA amplificado através de eletroforese. A IC-PCR (PCR com 

imunocaptura) utiliza-se da captura de antígenos existentes na amostra, com 

anticorpos específicos, previamente à PCR (Zambolim, 1999). 

Os métodos imunológicos são baseados na reação específica entre um 

antígeno e um anticorpo. O anticorpo é uma imunoglobulina que animais de 

sangue quente produzem em resposta à introdução em seu organismo de uma 

substância estranha (antígeno) que, no caso de vírus, é principalmente a proteína 

da capa por se tratar da proteína viral mais abundante (Edward,1996). A 

marcação enzimática destes anticorpos foi adaptada à detecção dos agentes 

fitopatogênicos com uma grande sensibilidade, dando origem aos testes de ELISA 

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay, Clark & Adams, 1977). Uma enzima 

conjugada a um anticorpo (peroxidase ou fosfatase alcalina), reage com um 

substrato incolor para originar um produto colorido (colorimetria) ou uma emissão 

de luz (quimioluminescência), permitindo assim evidenciar a presença ou 

ausência do antígeno. 



As diferentes variantes do teste ELISA são baseadas em procedimentos de 

conjugação direta ou indireta do anticorpo utilizado. No ELISA direto, o antígeno 

imobilizado é detectado com a ajuda do anticorpo especifico marcado. No caso do 

ELISA indireto, o antígeno reage com um anticorpo específico, não conjugado, o 

qual será detectado com a ajuda de uma proteína marcada, que pode ser proteína 

A ou outra obtida em espécie diferente daquela utilizada para obtenção do 

anticorpo específico. A escolha do protocolo dependerá da disponibilidade dos 

reagentes e do tipo de pesquisa ou do controle a ser efetuado (Clark & Adams, 

1977; Edwards & Cooper, 1985). 

Atualmente o teste ELISA é aplicado para 13 patógenos na cultura da 

videira. Entre os laboratórios que fazem diagnose para vírus, mais de 50% fazem 

detecção para Grapevine fanleaf virus (GFLV) e Grapevine leafroll associated 

virus 1 e 3 (GLRaV-1, -3), sendo também duas vezes mais usado do que métodos 

baseados em PCR para GLRaV-6 e Grapevine Fleck virus (GFkV) (Nolasco, 

2003). Entretanto, a detecção sorológica de vitiviroses, em geral, e leafroll 

associeted virus em porta-enxertos americanos, é mais trabalhosa devido à baixa 

concentração viral e a  distribuição desuniforme pela planta. Uma otimização do 

teste ELISA foi desenvolvida por Gugerli (2000) com a utilização de anticorpos 

monoclonais e a troca do substrato cromático (p-nitrofenil-fosfato) pelo substrato 

quimioluminescente 1,2 dioxethane (LUMINO-ELISA). Este procedimento 

aumentou a sensibilidade do teste em 10 vezes. De qualquer maneira, muitos 

anticorpos policlonais não servem para o LUMINO-ELISA, devido à baixa 

especificidade-alvo, havendo também a necessidade de se ter um leitor de 

luminescência,  já que a emissão de luz é fraca para detecção do olho humano.  

A doença do enrolamento das folhas da videira (Grapevine leafroll 

associated virus) é a principal doença viral e de ampla distribuição em todo 

mundo. Gugerli et al. (1984) procederam à purificação e caracterização sorológica  

de viríons de filamentos longos do primeiro leafroll associated virus (GLRaV-1). 

Atualmente, foram detectados pelo menos nove entidades virais, sorológicamente 

distintas, associadas com essa doença de múltiplas faces (GLRaV-1 a -9). O 

último suposto vírus associado com leafroll é o GLRaV-9, primeiramente 

caracterizado na Califórnia (Alkowni et al., 2002). 

Os GLRaVs foram primeiramente definidos no gênero Closterovirus da 

família Closteroviridae, porém, com o acúmulo de informações moleculares, foi 



proposto uma nova classificação (Martelli et al., 2002). Assim, GLRaV- 1 a 5 e 

GLRaV-9 passam para o gênero Ampelovirus. GLRaV-2 permanece no gênero 

Closterovirus. GLRaV-6 a 8 permanecem em discussão.  

No final da estação de produção da videira, o sintoma mais característico 

de  GLRaV  é o enrolamento das bordas da folha para baixo, apresentando-se 

com coloração amarelada ou avermelhada, dependendo da cultivar, sendo que as 

nervuras principais permanecem verdes. De um modo geral, a planta apresenta 

menor desenvolvimento, verificando-se na época da colheita uma redução do teor 

de açúcar e coloração de cultivares vermelhas e pretas (Kuhn, 1989).  

Os danos causados por GLRaV variam em função da variedade e isolado 

viral, verificando-se em variedades severamente atacadas redução de 42% no 

número de cachos, de 63% na produção e de 65% no vigor, além do decréscimo 

no teor de açúcares redutores da uva (Kuhn, 1989). Da mesma forma, a produção 

de frutos de baixa qualidade em híbridos assintomáticos franco americanos foi 

atribuído a infecção latente por GLRaV-3 (Kovacs et al., 2001).  

Na Itália, clones de Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon e Merlot, 

infectados com GLRaV-3, foram comparados com plantas sadias demonstrando 

uma considerável perda de produção, devido ao reduzido peso e número de 

cachos por videira. Os parâmetros qualitativos, controlados através da 

amostragem de bagas após a maturação mostraram que os teores de sólidos 

solúveis e antocianina foram sempre menores em vinhas infectadas, enquanto a 

ácidez titulável foi alta, principalmente com relação ao ácido málico (Borgo, 1991; 

Borgo et al., 2003). Por outro lado, em Portugal, vinhas locais cultivadas em 

climas mais quentes e infectadas por GLRaV-3, apresentaram redução menos 

acentuada em produtividade (Magalhânes et al., 1997).   

No Brasil, já foi constatada a  ocorrência de  GLRaV-1, GLRaV-2 , GLRaV-

3 e GLRaV-6  (Kuniyuki et al., 2003) associados ao floema de videiras infectadas. 

Em parreirais do Estado de São Paulo, sua incidência foi de 8,3% para GLRaV-1; 

25,6% para GLRaV-2 e 88% para GLRaV-3 (Kuniyuki et al. 2002). Em quatro 

estados do Brasil foi detectado GLRAV-6, especialmente nas cultivares Cardinal 

(100%) e Red Globe (40%) (Kuniyuki, 2003). No Rio Grande do Sul, constatou-se 

que, nas cinco cultivares tintos de vinho mais plantados, próximo de 100% das 

plantas apresentavam sintomas da virose (Kuhn, 1992). 



A disseminação de “leafroll” ocorre principalmente através de plantas 

infectadas. A presença de vetores em algumas regiões vitícolas, e sua ligação 

com a transmissão de “leafroll” não está esclarecida (Borgo & Michielini, 2000). 

De qualquer maneira, vetores principalmente da espécie Pseudococcus sp. têm 

sido reportados como capazes de transmitir alguns GLRaVs (Golino et al., 1995; 

Petersen & Charles, 1997; Sforza et al., 2003). 

A utilização de plantas sadias é a medida mais importante para prevenir os 

danos ocasionados por “leafroll”. Os melhores resultados são obtidos quando 

seleções sanitárias e genéticas são conduzidas ao mesmo tempo com o objetivo 

de se propagar somente clones livres de viroses nocivas (Mannini, 2000). A 

rápida retirada de plantas doentes constitui em importante medida em parreirais 

onde ocorre a disseminação natural da doença (Pietersen et al., 2003).  

Para determinar a distribuição do antígeno viral associado com a doença 

do enrolamento das folhas (GLRaV) em videiras, durante a estação de 

crescimento, Teliz (1987) aplicou o teste sorológico ELISA direto. Para isso, 

utilizou amostras de folhas, flores, frutos, gavinhas, garfos e tecidos radiculares, 

coletadas com intervalos de 10-15 dias a partir da brotação das gemas. Os botões 

florais e raízes novas foram os primeiros órgãos a apresentar detecção de 

antígenos. O autor postula que durante o período de dormência o vírus 

permanece no floema das estacas e raízes. Porém, quando o crescimento 

vegetativo é reiniciado este se move para os botões florais e raízes novas. A partir 

do estágio de pleno florescimento até desenvolvimento de bagas, os antígenos 

virais são detectados principalmente em folhas basais e intermediárias. Pouco 

antes do início de amolecimento até a colheita todas as folhas apresentaram 

detecção positiva para GLRaV.  

Outra doença de ampla distribuição nas regiões vitícolas é o Grapevine 

fanleaf virus (GFLV), correspondente à doença conhecida como “court-noué“, 

“degénérescence infectieuse“ ou “panachure“ na França, “arricciamento“ ou 

“mosaico giallo“ na Itália, “urticado” em Portugal e “reisigkrankheit“ na Alemanha 

(Bovey & Martelli, 1992). Grapevine fanleaf virus é membro do grupo nepovirus, 

com partículas isométricas em torno de 30nm de diâmetro e genoma bipartido 

composto por uma fita simples de RNA de duas espécies funcionais (RNA1 e 

RNA2 com pesos moleculares de 1,4 e 2,4 x 106), sendo a sua proteína um 

polipeptídeo  com peso molecular de 54.000. 



O complexo do vírus é constituído por pelo menos 3 estirpes, que são 

distinguidas através da sintomatologia: (a) folha em leque ou malformação 

infecciosa (“infectious malformation”), que pode causar uma malformação foliar 

semelhante a um leque semi-aberto; (b) mosaico amarelo (yellow mosaic) 

ocorrendo amarelecimento de folhas, brotos, gavinhas e inflorescências; (c) faixa 

das nervuras (veinbanding) (Kuniyuki, 2003).  

Uma vasta literatura (Walter & Martelli, 1996) confirma os efeitos nocivos 

do GFLV sobre a produtividade com redução de 20% a 90% dependendo da 

cultivar e das condições ambientais, embora fortes reduções de produtividade 

tragam benefícios na qualidade dos vinhos (Mannini et al., 1994).  

Na Itália a cultivar vinífera Nebbiolo foi testada experimentalmente sob 

duas condições: infectada por GFLV+GFkV e sem GFLV+GFkV. Observaram-se 

dramáticas diferenças em vigor vegetativo (área foliar, comprimento das 

brotações, peso da poda) e produtividade (20-50%), em favor de plantas livres de 

vírus (Mannini, 1994; Mannini et al., 1994).  

A produção de bacelos de porta-enxertos foi severamente reduzida devido 

ao GFLV (Credi & Balbini, 1996), como também o crescimento e enraizamento de 

vinhas propagadas in vitro (Barba et al., 1993; Gonzáles et al., 1995). Plantios 

novos de videiras são rapidamente reinfectados e degeneram completamente 

antes da primeira colheita. A desinfecção do solo por fumigação apresenta 

eficiência limitada e passageira, sendo atualmente abandonada devido ao seu 

impacto negativo sobre o meio ambiente. Paralelamente, ainda não é uma 

realidade a utilização de porta-enxertos interespecíficos com resistência para 

GFLV (Pfeiffer et al.,  2003). 

Grapevine fanleaf virus tem sido observado no Brasil desde 1970, em 

alguns vinhedos do Estado de São Paulo, afetando o porta-enxerto Traviú (V. 

riparia x V. rupestris x V. cordifolia), com uma incidência de 4,5% (Kuniyuki et al., 

1994). Do mesmo modo, a ocorrência de GFLV na região Vitícola do Rio Grande 

do Sul aparentemente é baixa, sendo que os prejuízos variam com a intensidade 

da infecção, raça do vírus e cultivar afetada. Nos ramos é comum a presença de 

entre-nós curtos; nós duplos e bifurcação (Kuhn,1992). Os sintomas aparecem na 

primavera, persistem durante a estação de crescimento, mas freqüentemente 

desaparecem no verão (Martelli,1993).  



ELISA é o teste mais rotineiramente utilizado para detectar GFLV, devido 

principalmente à sua capacidade de processar grande número de amostras, 

rapidez dos resultados e baixo custo. Por outro lado, a sensibilidade desta técnica 

não é sempre satisfatória, devido à distribuição desuniforme do vírus em tecidos 

hospedeiros e a variação sazonal de sua concentração (Bovey et al., 1980; 

Nolasco, 2003).   

Para Bouyahia et al. (2003), a metodologia de amostragem constitui o 

maior fator limitante na sensibilidade do ELISA para detecção do GFLV e em 

menor importância os reagentes (ELISA kits, tampões de extração) e técnicas de 

extração. Este autor sugere que, para otimizar o teste ELISA, devem ser 

considerados os seguintes fatores no preparo das amostras: (a) a existência de 

distribuição desuniforme de GFLV entre diferentes pernadas da videira; (b) 

presença de gradiente viral em brotações herbáceas, com significativo aumento 

das folhas basais para as apicais; (c) em estacas lenhosas o vírus é mais 

concentrado em internódios basais do que apicais; (d) maior  concentração viral 

próximo às margens das folhas do que pecíolos; (e) A concentação viral nas 

folhas varia com a estação do ano, sendo que o melhor período de amostragem 

de folhas, é provavelmente dois meses após o início das brotações; (f) folhas 

sintomáticas apresentam maior concentração viral e o uso de várias folhas da 

mesma planta, ao invés de apenas uma, reduz consideravelmente o risco de 

obter uma reação falsa negativa. 

Por outro lado, a cultura in vitro de meristemas ou ápices                   

caulinares, combinada com termoterapia, é uma importante ferramenta para 

redução de fanleaf degeneration em novos parreirais. Videiras livres do vírus, 

quando plantadas em solos livres de nematóides ou em solos com populações de 

vetores não virulíferos, permanecem sadias para a vida produtiva do vinhedo, 

homogêneas em morfologia e produtividade (Pearson & Goheen, 1994). 

Desde seu primeiro relato, há 40 anos atrás, o lenho rugoso da videira 

(Grapevine rugose wood) tem representado uma das mais desafiantes doenças 

infecciosas em videira. Segundo Minafra et al. (2000), ocorrem alterações no 

lenho (caneluras, acanaladuras, intumescências) que variam em intensidade de 

acordo com a combinação copa e porta-enxerto. Os sintomas da doença podem 

aparecer tanto em porta-enxertos e copas de pé franco ou combinados (Martelli, 

1993; Martelli et al., 1994). A produtividade, enraizamento e brotação são 



reduzidos, ocorrendo o declínio e morte em poucos anos após o plantio (Martelli, 

1993). 

De qualquer maneira, os danos não são sempre evidentes em videiras 

cultivadas em climas frios, sendo às vezes até negligenciáveis (Reynolds et al., 

1997; Mannini et al., 1994). De outro lado, a presença de rugose stem pitting em 

videiras da cultivar Refozk, na Eslovênia, determinaram redução de produção e 

morte de videiras após 8 anos do plantio (Tomazic et al.,  2003). 

O lenho rugoso da videira (Grapevine rugose wood) é o nome dado a um 

complexo de pelo menos quatro doenças caracterizados por anomalias no lenho, 

que podem ser distinguidas através de respostas diferenciais nos indicadores Vitis 

rupestris, LN 33 e Kober 5BB (Garau et al., 1987). Estas doenças são: 

 (a) Cascudo ou lenho estriado (Rupestris stem pitting), que apresenta 

sintomas característicos nas cultivares Itália, Rubi e Benitaka. A casca do tronco 

torna-se espessa, quebradiça e fendilhada, não se destacando facilmente do 

lenho. No lenho ocorre estrias ou caneluras (“pittings”), que são depressões rasas 

e alongadas  (Kuniyuki, 2003). 

(b) Fendilhamento cortical (Corky bark). Ocorre intumescimento e 

rachadura de brotos novos, acompanhado pelo frágil desenvolvimento da parte 

aérea e pequenas caneluras no lenho, podendo apresentar amarelecimento e 

avermelhamento em folhas (Kuniyuki, 2003). 

(c) Acanaladura do lenho de Kober (Kober stem grooving). Plantas 

infectadas de Niagara Rosada são menores do que as sadias e tem produção 

reduzida. O Grapevine virus A (GVA) está associado com a “acanaladura do 

lenho de  Kober” (“Kober stem grooving”) (Chevalier et al., 1995; Digiaro et al., 

1994; Garau et  al., 1994). O vírus é do gênero Vitivírus (Garau et al., 1994; 

Regenmortel et al., 2000) e possui partículas alongadas e flexuosas medindo 725-

825 x 12 nm e genoma de RNA fita simples e senso positivo com 

aproximadamente 7.400 nucleotídeos. Ocorre transmissão por forma mecânica 

(hospedeiros herbáceos), enxertia e de forma semi-persistente por várias 

espécies de cochonilhas da família Pseudococcidae (Rosciglione et al., 1983; La 

Notte et al., 1997; Regenmortel et  al., 2000). No Brasil, o GVA foi caracterizado 

biológicamente por transmissão mecânica e sorologia para cinco hospedeiras 

herbáceas e por enxertia na cultivar indicadora Kober 5BB (Fajardo et al., 2003). 

O GVA ocasiona  diminuição do vigor da planta e atraso na brotação das gemas.  



(d) Acanaladura do lenho de LN-33 (LN stem grooving), caracterizado por 

acanaladuras no tronco de plantas de LN-33. 

Segundo Kuniyuki (2003), no Brasil, ocorrem somente as três primeiras 

doenças associadas ao lenho rugoso da videira. 

A eliminação do lenho rugoso da videira (Grapevine rugose wood) pode ser 

obtida através de cultura de meristemas in vitro após termoterapia longa 

(Engelbrecht & Human, 1987), cultura de ápices caulinares fragmentados 

(Barlass, 1987); microenxertia in vitro (Benin & Grenan, 1984) e cultura de 

embriões somáticos (Goussard et al., 1990). 

A mancha ou mosaico das nervuras (Grapevine fleck disease) apresenta 

uma distribuição em diversos países, ocorrendo no Brasil em parreirais dos 

Estados de GO, MG, SC, PR, SP, RS, e na região do Submédio do Vale do São 

Francisco (PE e BA). Em São Paulo a incidência da doença foi em média de 58% 

em variedades copa e de 18,1% em variedades porta-enxerto (Kuniyuki & Costa, 

1994). No Rio Grande do Sul, a incidência da mancha das nervuras foi de 19,8% 

e 6,9%, respectivamente, em variedades produtoras e porta-enxertos 

(Kuhn,1992). O sintoma típico da doença é o aparecimento de manchas 

cloróticas, translúcidas, alongadas e irregulares, em folhas, acompanhando as 

nervuras, sendo sua detecção possível também através de métodos sorológicos 

(Faggioli et al., 1993). 

Uma ampla aplicação dos testes diagnósticos (ELISA, PCR, inoculação em 

plantas indicadoras herbáceas ou lenhosas) aliados a um programa de 

certificação de videiras são necessários para reduzir ou eliminar os efeitos 

negativos das doenças virais em videira (Johnson, 2003). 

Embora em pequena quantidade, os dados sobre otimização de 

performance de genótipos, devido à eliminação viral, estão adquirindo 

consistência especialmente a partir da última década, quando vários 

experimentos em diferentes condições ambientais e diferentes variedades 

trouxeram mais informações sobre a matéria. Os estudos estão levando mais em 

consideração o agente viral específico e não somente os sintomas, otimizando a 

compreensão do complexo vírus-videira. Até o momento, avaliações de campo e 

no pós-colheita têm confirmado a superioridade de plantas livres de vírus em 

relação às plantas infectadas. A alta performance consiste principalmente num 

aumento de vigor vegetativo e produtividade, aliado a uma melhor qualidade dos 



frutos no amadurecimento, com maiores concentrações de açúcares, antocianinas 

(coloração mais acentuada) e terpenos (Mannini, 2003). 
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ORGANOGÊNESE IN VITRO EM VIDEIRAS CULTIVADAS NO VALE DO RIO 

SÃO FRANCISCO 

  

Resumo – A produção de uvas de mesa e de vinho destaca-se entre as principais 

atividades do agronegócio irrigado do Vale do São Francisco. Os programas de 

melhoramento são fundamentais para a sustentabilidade da atividade. Nesse 

sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de organogênese 

in vitro, em sete cultivares de videiras implantadas no Vale do Rio São Francisco. 

Explantes foliares contendo pecíolo, de plantas cultivadas in vitro, foram 

inoculados em meio NN suplementado com 10 µM, 12,5 µM e 15,0 µM de BAP, 

todos associados a 0,1 µM ANA e um controle sem reguladores vegetais. Os 

explantes permaneceram no escuro por 15 dias, e em seguida, foram mantidos 

em condição de fotoperíodo de 16 horas de luz por 60 dias. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial, composto por 

sete genótipos, quatro tratamentos e quatro repetições. Os parâmetros avaliados 

aos 75 dias da inoculação foram: porcentagem de explantes regenerativos (PER) 

e índice de regenerantes por explante (IR/E), sendo o último  estabelecido através 

de notas: (0) ausência; (1) 1 a 3; (2) 4 a 7 e (3) acima de 7 regenerantes. A 

porcentagem de explantes regenerativos variou de 0%, na cultivar Benitaka, até 

50% na cultivar Thompson Seedless. Os explantes inoculados no controle, para 

todas as cultivares, não responderam a indução para organogênese. As cultivares 

com taxas acima de 7 regenerantes por explante foram: Petit Shiraz (15,0 µM 

BAP + 0,1 µM ANA) e Red Globe (10,0 µM BAP + 0,1 µM ANA).   

 Termos para indexação: Vitis, organogênese, reguladores de crescimento, 

cultura de tecidos. 

 

 

 



IN VITRO ORGANOGENESIS IN GRAPEVINES CULTIVATED ON THE SÃO 

FRANCISCO RIVER VALLEY 

 

Abstract - The viticulture is an important economical activity in the irrigated 

agriculture of the São Francisco river Valley. The breedings programs are basic for 

the sustentability of the activity. The objective of this research was to establish a 

protocol of in vitro organogenesis in seven grapevine cultivars on the San 

Francisco river Valley. Leaves explants with petiole, originated in vitro, were 

inoculated in NN culture medium, supplemented with: 10 µM, 12,5 µM e 15,0 µM 

de BAP associated with 0,1 µM ANA and a control without growth regulators. The 

explants were cultured in the dark for 15 days followed by 16 h photoperiod for 60 

days. The experimental was completely randomized in a factorial design, with 

seven genotypes, four replicates and four treatments. The parameters evaluated 

75 days after the inoculation were: percent of explant regeneration (PER) and the 

rate of regenerants per explant (IR/E), through a rating system: (0) absence, (1) 1 

– 3, (2) 4 – 7, (3) more than 7 regenerants. The percent of explant regeneration 

varied from 0%, in Benitaka cultivar, up to 50%, in Superior Seedless cultivar. The 

explants inoculated in control, for all cultivars, did not respond to the 

organogenesis induction. The cultivars with rate more than 7 regenerants per 

explants were: Petit Shiraz (15,0 µM de BAP + 0,1 µM ANA) and Red Globe (10,0 

µM de BAP + 0,1 µM ANA).  

Index terms: Vitis, organogenesis, growth regulators, tissue culture. 

 

Introdução 

A vitivinicultura destaca-se como uma das principais atividades do 

agronegócio irrigado do Vale do Rio São Francisco, representando 

aproximadamente 95% das exportações nacionais de uvas finas para mesa, e 

com participação crescente no setor vinícola nacional (Anuário Brasileiro da 

Fruticultura, 2004). Por outro lado, a deficiência de materiais adaptados à região, 

especialmente apirênicos, aliados à suscetibilidade a doenças e pragas têm 

aumentado os custos de produção (Camargo et al., 1997). Nesse caso, os 

trabalhos de melhoramento genético, através de métodos convencionais, são 

demorados e caros, resultando muitas vezes em alterações indesejáveis no 



genoma de variedades tradicionais. Assim, técnicas não convencionais como a 

cultura de embriões, o cultivo de protoplastos e a transformação genética, têm 

sido propostas com o objetivo de acelerar os processos de melhoramento e 

superar as barreiras de incompatibilidade entre as espécies (Meredith, 1996). O 

pré-requesito para trabalhar estes processos está no desenvolvimento de 

protocolos de regeneração e obtenção de clones idênticos à planta matriz 

(Monette, 1988). Para isso, alguns processos morfogenéticos, como formação de 

gemas e raízes (organogênese) ou embriões somáticos (embriogenêse), 

constituem conhecimento indispensável, resultantes do desenvolvimento de 

áreas da bioquímica, fisiologia e genética de plantas (Ramalho & Santos,1990). 

A regeneração de videiras, via organogênese in vitro, tem sido descrita a 

partir de diferentes explantes, tais como folhas com pecíolo (Stamp et al., 1990; 

Pêros et al., 1998), lâmina foliar (Martinelli et al., 1996), pecíolos (Tang & Mullins, 

1990), segmentos internodais (Rajasekaran & Mullins, 1981) e brotos 

proliferativos (Mezetti et al., 2002). A regeneração através de embriogênese 

somática indireta tem sido obtida  a partir de óvulos (Mullins & Srinivasan, 1976), 

folhas (Scorza et al., 1996) e principalmente por cultura de anteras (Franks et al., 

1998). Vale salientar que a regeneração por cultura de anteras é laboriosa e 

cultivar dependente (Perl et al., 1996), tendo sido relatadas alterações 

fenotípicas como forte pigmentação por antocianina, vigor reduzido, lobulação 

foliar e albinismo (Rajasekaran & Mullins, 1983; Franks et al., 1998). 

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi estabelecer um processo 

de regeneração via organogênese somática in vitro, em sete cultivares de videira 

(uvas para vinho, apirênicas e com semente), implantadas no Vale do Rio São 

Francisco (Brasil), que possa ser compatível com processos de transferência 

gênica por métodos biobalísticos e/ou por Agrobacterium.  

 

 

Material e Métodos 

 

Material e formação do explante 

O  experimento foi conduzido no Laboratório de Biotecnologia da Embrapa 

Semi-Árido em Petrolina-PE no período 2003-2004. Foram utilizadas plantas in 



vitro das seguintes cultivares de videira: Cabernet Sauvignon, Petit Shiraz, 

Benitaka, Red Globe, Crimson Seedless, Superior Seedless e Thompson 

Seedless. Segmentos nodais, produzidos in vitro, foram excisados e inoculados 

em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio Galzy (Galzy, 1964) (anexo 1), 

suplementado com 4,4 µM de BAP (benzilaminopurina), 2 mgL-1  de glicina, 100 

mgL-1 de inositol,  30 gL-1 de sacarose, solidificado com 5 gL-1 de agargel, sendo o 

pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120 ºC por 20 minutos. O material 

foi mantido por 30 dias em condição de fotoperíodo com 16 h de luz, 25 ºC e 

intensidade luminosa de 40 µmols-1m-2.  

 

Indução de organogênese in vitro 

As duas folhas superiores mais desenvolvidas, das brotações obtidas no 

passo anterior, foram excisadas com parte do pecíolo e tiveram sua nervura 

central cortada transversalmente e inoculada com sua face adaxial sobre meio de 

cultura NN (Nitsch & Nitsch, 1969) (anexo 1) suplementado com 2 mgL-1 de 

glicina, 100 mgL-1 de inositol, 20gL-1 de sacarose e as seguintes combinações de 

reguladores de crescimento vegetal: 10µM, 12,5 µM e 15,0 µM de BAP, todos 

associados a 0,1 µM ANA e um controle sem reguladores vegetais. O meio foi 

solidificado com 5gL-1 de agargel e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem 

a 120 ºC por 20 minutos. As culturas foram incubadas durante as duas primeiras 

semanas em condição de escuro. A partir da segunda semana foram colocadas 

em condição de fotoperíodo com 16 h de luz, 25 ºC e intensidade luminosa de 40 

µmols-1m-2. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema 

fatorial 7 (cultivares) x 4 (tratamentos) e 4 repetições, sendo inoculados 6 

explantes por parcela. A avaliação da porcentagem de explantes com 

regeneração adventícia (PER) (gemas e brotos) e o índice de regenerantes por 

explante (IR/E) foi realizada aos 75 dias após a inoculação dos explantes. O 

índice de regenerantes por explante (IR/E) foi avaliado atribuindo-se uma 

classificação mediante um sistema de notas, segundo observação em 

microscópio estereoscópico, sendo: (0) ausência; (1) de 1 a 3; (2) de 4 a 7; (3) 

acima de 7 regenerantes. Os dados foram transformados para (x+1)½ e analisados 

utilizando-se o programa estatístico SisVar (Sistema de análise de variância, 

Lavras, UFLA, 1998).  

 



Resultados e Discussão 

 

Os explantes regenerativos apresentaram formação de calo na região do 

corte peciolar nos primeiros 15 dias de cultivo, com coloração clara na condição 

de escuro, tornando-se esverdeados quando colocados na condição de luz com 

intensidade luminosa de 40 µmols-1m-2. 

A partir da transferência para condição de luminosidade, observou-se 

maior atividade organogênica na base do pecíolo e na região adjacente (faces 

abaxial e adaxial) dos explantes, com formação assíncrona de brotos, folhas, 

gemas e calos associados ao explante original (Figura 1). Por outro lado, ocorreu 

organogênese em menor intensidade na parte excisada da região das nervuras 

da lâmina foliar. A formação de gemas verificada pode ser similar à citada por 

diversos autores. Em estudos anatômicos de brotações adventícias em  folhas 

com pecíolo em videira, descritos por Colby et al. (1991), observou-se a 

presença de três regiões distintas no pecíolo com aparente atividade 

meristemática. Da mesma forma, Torregrosa & Bouquet (1996) descreveram a 

iniciação do promeristema na camada externa de células próxima à região 

peciolar excisada.  

Por outro lado, a idade e o estádio de desenvolvimento dos explantes 

parecem ter influência na resposta obtida “in vitro”. Em experimentos 

preliminares (dados não apresentados), explantes foliares retirados de culturas 

nodais enraizadas, com 60 dias de idade, apresentaram baixa capacidade 

regenerativa. Em contraste, explantes foliares originados de brotações 

proliferativas com 30 dias de idade e ausência de raízes, apresentaram maior 

capacidade em regenerar novos brotos. Da mesma forma, as correlações entre 

maturidade do explante e competência morfogênica foram observadas, tanto em 

sistemas organogênicos (Stamp et al.,1990), como em sistemas embriogênicos 

(Harst, 1995).  

Os resultados mostraram diferenças genotípicas significativas entre 

cultivares de videira, em relação à competência e determinação dos explantes de 

folha com pecíolo, para regeneração de brotos e gemas, com taxas de 

regeneração variando de 0%, para a cultivar Benitaka, até 50% na cultivar 

Thompson Seedless, conforme observado na Tabela 1. A influência do genótipo 



na capacidade de regeneração já foi reportada anteriormente para a videira 

(Martinelli et al., 1996; Péros et al., 1998), morangueiro (Nehra et al.,1989) e 

espécies cítricas (Almeida et al., 2002). Nesse caso, é possível que vários 

fatores sejam responsáveis pelas respostas organogenéticas verificadas nas 

diferentes cultivares estudadas. No processo de regeneração, explantes com 

intensidades variadas de determinação celular adquirem nova competência, 

através da ação de sinais químicos (balanço hormonal citocinina/auxina), que 

ativam seletivamente determinado grupo de genes (epigênese), ocorrendo a 

formação de calos, gemas e/ou embriões (Segura, 1993). Além disso, para que 

um tecido se diferencie em um determinado órgão, faz-se necessário que ele 

possua a capacidade de expressão dos chamados “genes mestres” que 

coordenam a expressão dos vários genes que serão requeridos na 

organogênese (Peres, 2002).  

A análise do parâmetro porcentagem de explantes regenerativos (PER)   

(Tabela 1), para o grupo de genótipos estudados, mostra que as cultivares 

apirênicas Crimson Seedless e Thompson Seedless apresentaram os melhores 

resultados para 10 µM BAP + 0,1 µM  ANA, com porcentagens de regeneração 

adventícia de 41,7% e 50,0%, respectivamente. Para 15,0 µM  BAP + 0,1 µM de 

ANA destacaram-se as cultivares Petit Shiraz, Superior Seedless e Thompson 

Seedless, com porcentagens de regeneração de 30,8%, 33,3% e 33,3%, 

respectivamente. As cultivares Red Globe e Cabernet Sauvignon, por outro lado, 

apresentaram melhores porcentagens de explantes regenerativos, não 

significativos, para 12,5 µM BAP + 0,1 µM ANA, com valores respectivos de 

13,0% e 16,7%. Entretanto, os explantes da cultivar Benitaka e do controle em 

todas as cultivares, apresentaram descoloração lâminar e necrose intensa nas 

partes excisadas, não respondendo à regeneração adventícia. Para Cary et al. 

(2001) a falha de competência de um tecido reflete a falta de receptores para a 

classe hormonal utilizada para induzir o processo organogênico.  

No presente trabalho, o aumento nas concentrações relativas entre 

citocininas e auxinas, somente produziu diferenças significativas para a cultivar 

Crimson Seedless (Tabela 1). Segundo Skoog & Miller (1957), as concentrações 

absolutas de citocinina e auxina são menos importantes que suas concentrações 

relativas na indução da organogênese. O efeito das citocininas e auxinas 



aplicadas ao meio de cultura parece ser o reflexo dessas substâncias alterando o 

metabolismo hormonal endógeno de citocininas/auxinas nas células vegetais 

(Peres et al., 1999).  

Por outro lado, os resultados relativos ao parâmetro índice de 

regeneração por explante (IR/E) mostraram que para 10 µM BAP + 0,1 µM  ANA, 

a cultivar Red Globe apresentou taxa acima de 7 regenerantes, valor 

significativamente maior  do que o obtido para as outras cultivares. Para 15 µM 

BAP + 0,1 µM  ANA destacaram-se, sem diferença significativa, as cultivares 

Petit Shiraz, Superior Seedless, Thompson Seedless e Cabernet Sauvignon, 

com notas 3, 2, 2,  e 2, respectivamente (Figura 2).  

A avaliação conjunta dos parâmetros acima, mostraram que nem sempre  

a maior porcentagem de explantes regenerativos, para um tratamento, está 

associada à taxa mais eficiente de regeneração por explante. Por exemplo, a 

cultivar Thompsom Seedless para 10 µM BAP + 0,1 µM  ANA, apresentou 50% 

de explantes regenerativos e, contudo, obteve somente de 1 a 3 regenerantes 

por explante. É possível que estes resultados estejam relacionados com a 

intensidade de competência e determinação adquirido pelos tecidos in vitro. As 

mudanças fisiológicas e morfológicas das células, tornando-as especializadas 

para a formação de gemas, brotos e folhas reflete o efeito de fatores genéticos, 

fatores ligados as características originadas durante a ontogênese e, por último, 

as características cuja expressão depende apenas do ambiente (Kerbauy, 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1- Percentual de explantes regenerativos em cultivares de videira PS 

(Petit Shiraz), RG (Red Globe), SS (Superior Seedless), TS (Thompson 

Seedless), CrS (Crimson Seedless), CaS (Cabernet Sauvignon) e B (Benitaka), 

em função de diferentes combinações de BAP + ANA. 

 em meio NN (Nitsch & Nitsch, 1969), suplementado com diferentes 

 dosagens de reguladores vegetais. 

 

Cultivares Tratamentos** (%) 
       
 T1 T2 T3 
       
       
       
Petit Shiraz  6,25* Aab  12,5  Aa  30,8 Ab 
       
       
Red Globe  11,1 Aab  13,0 Aa  0,0 Aa 
       
       
Superior Seedless  11,1 Aab  28,5 Aa  33,3 Ab 
       
       
Thompsom Seedless  50,0 Ac  16,6 Aa  33,3 Ab 
       
       
Crimsom Seedless  41,7 Bbc  20,0 ABa  0,0 Aa 
       
       
Cabernet Sauvignon  0,0 Aa  16,7 Aa  12,5 Aa 
       
       
Benitaka  0,0 Aa  0,0 Aa  0,0 Aa 
 
 

 
*Porcentagens seguidas pela mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna 

(para o mesmo tratamento), não diferem significativamente entre si (teste t; 0,05).   
**  T1 (10 µM BAP + 0,1 µM ANA); 

    T2 (12,5 µM BAP + 0,1 µM ANA);  

    T3  (15,0 µM BAP + 0,1 µM ANA).  
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Figura 2. Índice de regeneração por explante em cultivares de videira PS (Petit 

Shiraz), RG (Red Globe), SS (Superior Seedless), TS (Thompson Seedless), CrS 

(Crimson Seedless), CaS (Cabernet Sauvignon) e B (Benitaka), em função de 

diferentes combinações de BAP + ANA. 

 T1 (10 µM BAP + 0,1 µM ANA), T2 (12,5 µM BAP + 0,1 µM ANA) e T3 (15 µM 

BAP + 0,1 µM ANA). 

 Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, dentro de cada cultivar e 

minúscula para o mesmo tratamento, não diferem significativamente entre si  

(teste t; 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Conclusões 

 

1. A organogênese in vitro da videira, nas cultivares estudadas, é afetada 

pelo genótipo e balanço hormonal citocinina/auxina. 

2. A utilização de reguladores vegetais é essencial para a resposta 

organogenética, visto que não houve resposta para o tratamento testemunha em 

todas as cultivares estudadas. 

3. As cultivares estudadas apresentam capacidade regenerativa 

satisfatória, podendo ser utilizadas para estudos de transformação genética, com 

exceção da cultivar Benitaka, que deve receber estudos específicos. 
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Diagnose de viroses por DAS-ELISA em videiras cultivadas no Vale do Rio 

São Francisco 

 

RESUMO 

 

Foi utilizado o teste DAS-ELISA visando avaliar sua eficiência na detecção 

de vírus em videiras cultivadas NO Vale do Rio São Francisco. Para isso, foram 

utilizadas amostras de: a) pecíolo + nervuras de folhas adultas, b) lâmina de 

folhas adultas, c) pecíolo + nervuras de folhas jovens e d) lâmina de folhas jovens. 

Foram investigadas a presença dos vírus Grapevine leafroll virus 1 (GLRaV-1), 

Grapevine leafroll virus 3 (GLRaV-3), Grapevine virus A (GVA), Grapevine fanleaf 

virus (GFLV) e Grapevine fleck virus (GFkV) nas cultivares de copa Benitaka, 

Superior Seedless e Itália, além do porta-enxerto IAC-313. Foi detectada a 

presença de GLRaV-3 nas cultivares Benitaka, Superior Seedless e Itália em 

amostras de pecíolo + nervuras de folhas adultas com incidência de 80%, 60% e 

40%, respectivamente. A detecção do vírus GVA, na cultivar Superior Seedless, 

foi mais efetiva na amostra de pecíolo + nervuras de folhas adultas, com 40% de 

incidência. Entretanto, para a cultivar Benitaka, as amostras de pecíolo + nervuras 

de folhas jovens, apresentaram melhor resposta com 20% de incidência. Por 

outro lado, para o porta-enxerto IAC-313 o material mais efetivo foi lâmina de 

folhas adultas com 40% de incidência de infecção para o GVA. Em terceira ordem 

de importância, destacou-se com 20% de incidência o GFLV, nas amostras de 

pecíolo + nervura folhas adultas para a cultivar Benitaka. Não foram detectados 

GLRaV-1 e GFkV. Os resultados mostraram que a técnica sorológica DAS-ELISA 

foi eficiente na detecção dos vírus GLRaV-3, GVA e GFLV, em condições 

tropicais de altas temperaturas. 

Palavras-chave adicionais: Vitis, detecção, testes sorológicos, GLRaV-3, GVA.  

 



ABSTRACT 

 

Serological test DAS-ELISA was used aiming at to evaluate its efficiency to 

detect virus in grapevine plants cultivated on San Francisco river Valley. The 

samples used were: a) samples of petiole and leaf veins of adult leaves, b) lamina 

of adult leaves, c) petiole and leaf veins of young leaves and d) lamina of young 

leaves. The presence of Grapevine leafroll virus 1 (GLRaV-1), Grapevine leafroll 

virus 3 (GLRaV-3), Grapevine virus A (GVA), Grapevine fanleaf virus (GFLV) and 

Grapevine fleck virus (GFkV) was investigatedin Benitaka, Superior Seedless, 

Italia and rootstock IAC-313 cultivars. The presence of GLRaV-3 in Benitaka, 

Superior Seedless and Italia cultivars was detected in samples of petiole and leaf 

veins of adult leaves with incidences of 80%, 60% and 40%, respectively. For 

GVA, samples of adult leaves petiole and leaf veins were effective for virus 

detection, with an incidence of 40% for Superior Seedless. On the other hand, the 

most effective sample for Benitaka cultivar was young leaves petiole and leaf 

veins, with an incidence of 20%. The most effective sample for rootstock IAC-313 

was lamina of adult leaf with 40% of infection by GVA. In third order of importance 

the GFLV is distinguished with 20% of incidence, in the samples of petiole and leaf 

veins of adult leaves for Benitaka. It was not detected GLRaV-1 and GFkV. The 

results show that the DAS- ELISA test was efficient to detect GLRaV-3, GVA and 

GFLV virus under tropical conditions of high temperature. 

 Additional keywords: Vitis, detection, serological tests, GLRaV-3, GVA.  

 

 

O Vale do São Francisco, situado no Semi-Árido Nordestino, destaca-se 

pelo forte crescimento no setor vitivinícola, representando aproximadamente 95% 

das exportações nacionais de uvas finas para mesa (1). Por outro lado, a grande 

demanda por novos plantios, acarreta muitas vezes na utilização de fontes não 

certificadas de material genético isento de vírus, possibilitando a disseminação 

desses patógenos através da enxertia e estaquia. As conseqüências são a 

diminuição da vida útil dos vinhedos e a crescente redução do peso, qualidade e 

características bioquímicas dos frutos, levando à inviabilidade econômica da 

produção (4, 12, 13). 



  No Brasil, foram relatadas as ocorrências dos vírus para o enrolamento da 

folha da videira (Grapevine  leafroll virus 1, 3 e 6), folha em leque ou dos entre-

nós curtos da videira (Grapevine fanleaf virus), lenho rugoso da videira 

(Grapevine rugose wood), mosaico das nervuras (Grapevine  fleck virus), entre 

outros. 

A doença do enrolamento das folhas da videira (Grapevine leafroll 

associeted virus) é atribuída a pelo menos nove vírus sorologicamente distintos, 

estando associados ao floema de videiras infectadas (2). Apresenta alta 

incidência em parreirais do Estado de São Paulo (17), Rio Grande do Sul (14) e 

na região do Vale do Rio São Francisco no dipólo Petrolina (PE)-Juazeiro (BA) 

(Melo, 2004 comunicação pessoal). Caracteriza-se pelo enrolamento das bordas 

foliares para baixo e avermelhamento nas variedades tintas. 

Acanaladura do lenho de Kober (Kober stem grooving) é uma das doenças 

do grupo do lenho rugoso da videira, e está associado com Grapevine virus A (5, 

6, 10). O vírus é do gênero Vitivírus (10, 20). Ocasiona  diminuição do vigor da 

planta e atraso na brotação das gemas. Quando se utilizam cultivares copa com 

porta-enxertos mais sensíveis, a doença pode causar o declínio da planta, 

podendo levá-la à morte (18). 

A doença dos entre-nós curtos (GFLV) ocorre com baixa incidência em  

vinhedos do Estado de São Paulo (15) e Rio Grande do Sul (14), com prejuízos 

que variam com a intensidade da infecção, raça do vírus e cultivar afetada. Nos 

ramos é comum a presença de entre-nós curtos, nós duplos e bifurcação (14).  

A mancha ou mosaico das nervuras (Grapevine fleck disease) apresenta 

uma disseminação generalizada pelos parreirais do Brasil. Em São Paulo a 

incidência da doença foi em média de 58%, em variedades copa, e de 18,1% em 

variedades porta-enxerto (16). O sintoma típico da doença é o aparecimento de 

manchas cloróticas, translúcidas, alongadas e irregulares, em folhas, 

acompanhando as nervuras (7) . 

No Submédio do Vale do São Francisco observou-se a presença de 

sintomas característicos de, pelo menos cinco tipos de viroses (11). Entretanto, as 

avaliações de observação em campo podem  ser imprecisas à medida que, outras 

causas podem induzir o aparecimento de sintomas semelhantes (23). 

O uso de material livre de vírus para propagação constitui-se no meio mais 

efetivo para o controle das viroses da videira. A utilização de técnicas sorológicas, 



para detecção de viroses, oferece economia de tempo e trabalho, e fazem parte 

de programas de certificação fitossanitária em diversos países (9, 12, 19). 

No presente trabalho, foi utilizado o teste DAS-ELISA visando avaliar sua 

eficiência na detecção de vírus em videiras cultivadas em condições tropicais de 

altas temperaturas.  

 

MATERIAL E  MÉTODOS 

Cultivares 
 

Foram executados testes para detecção dos vírus GLRaV-1 (Grapevine 

leafroll virus 1), GLRaV-3 (Grapevine leafroll virus 3), GVA (Grapevine virus A), 

GFLV (Grapevine fanleaf virus) e GFkV (Grapevine fleck disease)  em videiras 

cultivadas no Submédio São Francisco. As cultivares investigadas foram 

Benitaka, Superior Seedless e Itália, além do porta-enxerto IAC-313. Os ensaios 

foram realizados no Laboratório de Biotecnologia da Embrapa Semi-Árido, em 

Petrolina–PE. Para a diagnose viral, utilizou-se o “Kit” para técnica DAS-ELISA 

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), produzido pelo laboratório BIO-RAD da 

França. As leituras foram efetuadas em aparelho  de leitura de absorbância de 

placas, marca Sunrise, na faixa de 405 nanômetros. 

 

Coleta e preparo das amostras 

 

Para cada cultivar foram amostradas cinco plantas  ao acaso e  coletadas 

10 amostras foliares/planta, sendo cinco amostras de folhas adultas e cinco 

amostras de folhas jovens. No laboratório, lâminas foram separadas de pecíolos e 

nervuras, originando quatro tipos diferentes de amostras: a) pecíolo + nervuras de 

folhas adultas  (PNFA); b) pecíolo + nervuras de folhas jovens (PNFJ); c) lâmina 

de folhas adultas (LFA) e d) lâmina de folhas jovens (LFJ).  

As culturas amostradas apresentavam-se nas seguintes fases fenológicas: 

cultivar de copa Benitaka em estádio pré-colheita; cultivar de copa Superior 

Seedless em estádio repouso; cultivar de copa Itália e cultivar de porta-enxerto 

IAC-313 em estádio de desenvolvimento vegetativo. A temperatura máxima média 

do mês de retirada das amostras (abril/2003) foi de 32,9 ºC. No laboratório, as 

amostras foram maceradas em almofariz na presença de nitrogênio líquido e 



diluídas 1:5 (p/v) em tampão de extração tris HCl 0,2 M pH 8,2,  NaCl (0,8%) e 

PVP (2%). 

 

Aplicação do protocolo DAS-ELISA 

   

Anticorpos para GLRaV-1 (Grapevine leafroll virus 1), GLRaV-3 (Grapevine 

leafroll virus 3), GVA (Grapevine virus A), GFLV (Grapevine fanleaf virus)  e GFkV 

(Grapevine fleck disease) foram diluídos na proporção de 1/100 em tampão de 

fixação e depositados em células de microplacas, cobertos com filme adesivo, 

incubados por 2 h a 37 °C e lavados por 3 vezes com  solução PBS-Tween.  

Posteriormente, amostras preparadas de PNFA, PNFJ, LFA e LFJ, dois 

controles positivos e dois controles negativos foram  depositadas sobre as células 

das microplacas e incubadas por uma noite a temperatura de 8 ºC. No dia 

seguinte, as microplacas foram lavadas duas vezes com solução PBS-Tween, 

seguida por duas lavagens adicionais com aproximadamente 3 minutos de 

duração. Logo após, anticorpos para GLRaV-1, GLRaV-3, GVA, GFLV e GFkV, 

conjugados com fosfatase alcalina, foram diluídos na proporção de 1/100 em 

tampão de conjugado e depositados em células de microplacas, sendo cobertas 

com filme adesivo e incubadas por 2h a 37 °C. Posteriormente, foram lavadas por 

3 vezes com PBS-Tween. Em seguida, procedeu-se a deposição do substrato 

pNPP (p-nitrofenil fosfato) sobre as células das microplacas e incubadas por 15 

min a  37 °C. Foram efetuadas leituras de densidade óptica aos 30, 60, 120, 180 e     

240 min da deposição dos substratos.  

Neste trabalho as leituras foram consideradas positivas para valores 

próximos ou superiores a duas vezes o valor do controle negativo. De maneira 

geral, são utilizados valores de duas vezes (8, 19, 21) a três vezes (16) a leitura 

do controle negativo. Os valores das densidades ópticas brutas das  amostras, 

obtidos na leitura aos 240 minutos da deposição do substrato, foram analisados 

pelo programa estatístico SisVar (Sistema de análise de variância, Lavras, UFLA, 

1998) .  

 



 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 As leituras médias de absorbância e incidência dos vírus GLRaV-1, 

GLRaV-3, GVA, GFLV e GFkV, nas cultivares de videira Superior Seedless, 

Benitaka, Itália e IAC-313, podem ser observadas na Tabela 1.  

Os vírus Grapevine leafroll associated virus 3, Grapevine virus A e 

Grapevine fanleaf virus foram detectados nas amostras analisadas. A presença 

de GLRaV-3 nas cultivares Benitaka, Superior Seedless e Itália foi detectada, 

principalmente, na amostra de material pecíolo + nervuras de folhas adultas com 

incidência por cultivar de 80%, 60% e 40%, respectivamente. Os valores médios 

de absorbância para os extratos infectados por GLRaV-3,  foram de 0,500 para a 

cultivar Benitaka, 0,553 para a cultivar Superior Seedless e 0,370 para a cultivar 

Itália, com um controle negativo igual a 0,194. 

 Do mesmo modo, em trabalhos anteriores, a detecção dos antígenos virais 

apresentou maiores concentrações em folhas basais do que em folhas apicais 

(19, 24). A maior titulação em amostras localizadas na base dos ramos (folhas 

adultas e nervuras principais) e no final da estação de produção, sugerem que o 

movimento do antígeno viral é lento pelo floema, o que produz uma distribuição 

desuniforme do vírus pela planta (19). 

Para o GVA (controle negativo igual a 0,183), as cultivares Superior 

Seedless, Benitaka e o porta-enxerto IAC-313 apresentaram comportamento 

distinto. A amostra pecíolo + nervuras de folhas adultas foi efetiva na detecção 

deste vírus, com  40% de incidência  para a cultivar Superior Seedless, atingindo 

valores médios de absorbância de 0,406. Para a cultivar Benitaka, a amostra mais 

efetiva para detecção de GVA foi pecíolo + nervuras de folhas jovens, com 20% 

de incidência e leitura de 0,376. Entretanto, no caso do porta-enxerto IAC-313, a 

detecção do GVA, com  40% de incidência , somente foi possível em amostra de 

lâmina de folha adulta, com valor médio de absorbância de 0,410.  

Em terceira ordem de importância foi detectado, com 20% de incidência, o 

GFLV, em amostras de pecíolo + nervura de folhas adultas, para a cultivar 

Benitaka, com leitura de absorbância de 0,132 e controle negativo igual a 0,069. 

Resultado similar foi encontrado por Bouyahia et al. (3), que verificaram um 



gradiente de titulação para o antígeno viral em ramos maduros com aumento 

significativo do ápice para a base do ramo. A baixa incidência de GFLV, nas 

cultivares estudadas, apresenta comportamento similar aos vinhedos do estado 

de São Paulo (15) e Rio Grande do Sul (14). 

Os vírus GLRaV-1 (controle negativo igual a 0,197) e GFkV (controle 

negativo igual a 0,206) não foram detectados nas amostras analisadas. A 

ausência de GLRaV-1 nas cultivares de videira deve-se provavelmente a origem e 

tipo de material analisado (uva fina para mesa), uma vez que este vírus é mais 

comum em uvas para vinho (17). 

A alta incidência de GLRaV-3 em  amostras de uvas finas para mesa, está 

de acordo com  os dados do trabalho de Fajardo et al. (8), os quais destacaram 

este vírus como o mais importante nos vinhedos brasileiros. Com a mesma 

representatividade, em parreirais do Estado de São Paulo, sua incidência foi de 

88% (17).  

As cultivares, na ocasião das amostragens, encontravam-se no estádio de 

pré-colheita (Benitaka) e repouso (Superior Seedless), com ramos maduros não 

apresentando sintomas típicos de viroses. Segundo Rowhani & Golino (22), a 

ausência de sintomas ocorre porque a infecção é latente, ou por outros fatores, 

como reação varietal e a idade da planta. 

O caráter precoce da infecção por GLRaV-3 foi evidenciado na cultivar 

Itália, onde plantas relativamente jovens (6 meses), em estádio de formação de 

copa, apresentaram leituras médias de absorbância alta, aproximadamente 65% 

da leitura média da cultivar Superior Seedless para a amostra de pecíolo +  

nervura de folha adulta.  

No presente trabalho, de uma maneira geral, o material pecíolo + nervuras 

de folhas adultas, foi eficiente para detecção de GLRaV-3 e GVA na cultivar 

Superior Seedless (infecção dupla) , GLRaV-3 nas cultivares Benitaka e Itália e 

GFLV na cultivar Benitaka. O material pecíolo + nervura de folhas jovens foi 

eficiente para detecção de GVA na cultivar Benitaka (infecção tripla). O material 

lâmina de folha adulta foi eficiente para detecção de GVA em porta-enxerto IAC-

313 (infecção simples). 

 

 



Tabela 1- Detecção de viroses por DAS-ELISA em cultivares de videira 
implantadas no Vale do Rio São Francisco. 
 

Cultivares 

Vírus  Superior Seedless Benitaka Itália IAC-313 

 

 *Trat. **média  ***detecção média  detecção média  detecção média  detecção 

GLRaV-1          

 PNFA 0,197 a 0/5 0,197 a 0/5 0,196 a 0/5 0,198 a 0/5 

 LFA 0,209 a 0/5 0,192 a 0/5 0,195 a 0/5 0,198 a 0/5 

 PNFJ 0,194 a 0/5 0,194 a 0/5 0,199 a 0/5 0,202 a 0/5 

 LFJ 0,193 a 0/5 0,192 a 0/5 0,196 a 0/5 0,199 a 0/5 

GLRaV-3          

 PNFA 0,553 a 3/5 0,500 a 4/5 0,370 a 2/5 0,211 a 0/5 

 LFA 0,209 b 0/5 0,367 b 1/5 0,237 b 0/5 0,220 a 0/5 

 PNFJ 0,227 b 0/5 0,489 a 4/5 0,233 b 0/5 0,209 a 0/5 

 LFJ 0,201 b 0/5 0,228 c 0/5 0,216 b 0/5 0,222 a 0/5 

GVA          

 PNFA 0,406 a 2/5 0,279 b 0/5 0,232 a 0/5 0,239 b 0/5 

 LFA 0,219 b 0/5 0,230 b 0/5 0,217 a 0/5 0,410 a 2/5 

 PNFJ 0,216 b 0/5 0,376 a 1/5 0,222 a 0/5 0,204 b 0/5 

 LFJ 0,221 b 0/5 0,238 b 0/5 0,240 a 0/5 0,226 b 0/5 

GFLV          

 PNFA 0,073 a 0/5 0,132a 1/5 0,078 a 0/5 0,076 a 0/5 

 LFA 0,066 a 0/5 0,076 b 0/5 0,081 a 0/5 0,078 a 0/5 

 PNFJ 0,077 a 0/5 0,077 b 0/5 0,095 a 0/5 0,090 a 0/5 

 LFJ 0,076 a 0/5 0,073 b 0/5 0,082 a 0/5 0,092 a 0/5 

GFkV          

 PNFA 0,202 a 0/5 0,199 a 0/5 0,193 a 0/5 0,197 a 0/5 

 LFA 0,210 a 0/5 0,199 a 0/5 0,193 a 0/5 0,204 a 0/5 

 PNFJ 0,194 a 0/5 0,198 a 0/5 0,191 a 0/5 0,205 a 0/5 

 LFJ 0,188 a 0/5 0,196 a 0/5 0,203 a 0/5 0,202 a 0/5 

* PNFA- pecíolo + nervura de folhas adultas; LFA- lâmina folhas adultas; PNFJ- pecíolo + nervura 

de folhas jovens; LFJ- lâmina de folhas jovens. 

** Médias seguidas pela mesma letra na coluna, dentro de cada variável, não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Tukey (5%). 

*** Número de plantas positivas / número de plantas analisadas. 

 



Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que o uso do teste 

sorológico DAS-ELISA foi eficiente para a detecção de viroses, quando aplicado 

em videiras cultivadas em condição tropical. Os números encontrados servem de 

alerta, uma vez que, a maior parte dos viticultores do Vale do São Francisco 

utilizam material de propagação sem certificação fitossanitária para viroses.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Sabe-se que a utilização das técnicas de cultura de tecidos tem sido 

amplamente aplicada nos métodos de melhoramento e limpeza viral, em 

genótipos de videiras. Nesta Dissertação de Mestrado, desenvolvida em dois 

capítulos, procurou-se estudar duas linhas de pesquisa em videira: a primeira 

relacionada ao melhoramento vegetal (morfogênese in vitro) e a segunda ligada a 

fitossanidade (diagnóstico de viroses). O objetivo principal do enfoque 

melhoramento / fitossanidade foi intensificar dentro da área científica a concepção 

de que “os melhores resultados são obtidos quando seleções sanitárias e 

genéticas são conduzidas ao mesmo tempo”. A utilização da pesquisa básica em 

morfogênese in vitro, constitui pré-requisito para aplicação em métodos de 

melhoramento. A regeneração in vitro e obtenção de clones idênticos à planta 

matriz abrem um vasto campo para o desenvolvimento de áreas da genética, 

bioquímica, fisiologia vegetal e fitossanidade. Por outro lado, a grande demanda 

por novos plantios, na região do Vale do rio São Francisco, têm proporcionado a 

utilização de grande quantidade de material vegetativo de videira sem 

procedência. Assim, a aplicação de testes diagnósticos proporciona a certificação 

fitossanitária dos genótipos e reduz a disseminação de viroses.  Os resultados, de 

um modo geral, mostraram que foi possível obter indução de organogênese in 

vitro, para seis cultivares de videira , com porcentagens de regeneração variando 

de 11,1% até 50%. Por outro lado, o teste diagnóstico DAS-ELISA detectou 

viroses nas cultivares Benitaka (infecção tripa por GLRaV-3, GVA e GFLV), 

Superior Seedless (infecção dupla por GLRaV-3 e GVA), Itália (infecção simples 

por GLRaV-3) e IAC-313 (infecção simples por GVA).  De modo geral, os 

trabalhos revisados referentes à organogênese estabelecem interpretações dos 

resultados relacionados à genética do material, balanço de reguladores vegetais 

e/ou características do ambiente de cultura. Diante disso, procurou-se, nesta 

Dissertação, aplicar estas interpretações e ampliá-las, com informações dos 

testes diagnósticos. Assim, é possível que umas das explicações da cultivar 



Benitaka não responder à regeneração adventícia, pode estar relacionada a seu 

estado fitossanitário, já que está apresentou infecção por três tipos de vírus.  

 Os primeiros trabalhos relatando organogênese in vitro em videiras, com 

regeneração de brotos, datam da década de 70. No Brasil, este trabalho é 

pioneiro. Verifica-se assim, o descompasso da pesquisa brasileira neste setor, o 

que mostra a necessidade de maiores investimentos em infra-estrutura, 

financiamento de pesquisas e formação de mão-de-obra qualificada. Portanto, os 

resultados encontrados são importantes no sentido de fornecer subsídios à 

pesquisa em morfogênese in vitro em videiras; incentivar a utilização de testes 

diagnósticos para viroses; participar como fonte parcial de dados da situação 

fitossanitária da viticultura do Vale do São Francisco. Espera-se então, que esta 

dissertação possa contribuir para a sustentabilidade desta atividade milenar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1- Composição dos meios NN (Nitsch & Nitsch, 1969) 

 e Galzy (Galzy, 1964). 

 
 Meio NN        Meio Galzy 

 mgL-1  mgL-1  

                        Macronutrientes 

Ca (NO3)2 0,00   500,00  

NH4NO3 720,00   320,00  

KNO3 950,00   125,00  

CaCl2. 2H2O 166,00   0,00  

MgSO4. 7 H2O 185,00   125,00  

KH2PO4  68,00   125,00  

                   FeEDTA    

Na2EDTA 37,30   37,30  

FeSO4. 7 H2O 27,80   27,80  

                        Micronutrientes 

BeSO4. 4 H2O 0,00   0,050  

H3BO3 10,00   0,025  

MnSO4. 4 H2O 25,00   0,610  

ZnSO4. 7 H2O 10,00   0,050  

Na2MoO4. 2 H2O 0,25   0,025  

CuSO4. 5H2O 0,025   0,025  

KI 0,00   0,250  

NiCl2 0,00   0,025  

CoCl2. 6H2O 0,00   0,025  
                Vitaminas e aminoácidos 

      
Ácido nicotínico 5,00   0,10  
Piridoxina.HCl 0,50   0,10  
Tiamina.HCl 0,50   0,10  
Pantontenato de cálcio 0,00   0,10  
Ácido fólico 0,50   0,00  
Biotina 0,10   0,001  
Glicina 2,00   2,00  
      
Mio-inositol 100   100  
Sacarose  20.000   30.000  
 

 


