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RESUMO

A ferrugem da videira em Vitis vinifera e Vitis labrusca: componentes

epidemioldgicos e respostas dos hospedeiros

No estado de Séao Paulo sdo produzidas uvas de mesa de origem
europeia (Vitis vinifera) e de origem americana (Vitis labrusca). Devido as
condicBes climaticas, doencas fungicas foliares sao recorrentes e causam
danos e prejuizos aos viticultores paulistas. Entre essas doencas se
destaca a ferrugem da videira (Phakopsora euvitis), por causar desfolha
intensa, depreciar cachos e reduzir a produgdo. Entretanto, pouco se
sabe sobre a interacdo desse patdégeno e espécies de videiras. Portanto,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar a severidade e eficiéncia de doenga
da ferrugem em V. labrusca; e comparar a resisténcia a ferrugem entre as
espécies de videira V. vinifera cv. Moscato Giallo e V. labrusca cv.
Nidgara Rosada, por meio de componentes epidemioldgicos da doenca e
alteracdes anatbmicas, sintomatoldgicas e fisiologicas dos hospedeiros. O
periodo de molhamento foliar e a temperatura no processo de infeccao,
assim como a concentracdo de inéculo de P. euvitis influenciam na
eficiéncia de doenca e consequentemente na severidade de ferrugem em
Vitis labrusca. A maioria dos componentes epidemiolégicos avaliados
mostrou que a V. labrusca é mais suscetivel a ferrugem do que a V.
vinifera. O periodo de laténcia e periodo infeccioso da ferrugem da videira
sao similares entre as espécies de videiras e folhas mais velhas (com 60
dias apoOs a brotacao) sdo mais suscetiveis a ferrugem que folhas mais
jovens (34 e 24 dias ap06s a brotacdo). As folhas mais velhas tem maior
capacidade de esporulacdo. Em V. labrusca foi observado maior
severidade da doenca durante o periodo infeccioso. Em folhas de V.
labrusca sao observadas urédias satélites oriundas da primeira infeccao
que caracterizam o crescimento da pustula. Em folhas de V. vinifera ha a
presenca de um halo encharcado ao redor da lesdo, onde ha acumulo de
substancias pécticas e celulose que funcionam como mecanismos de
defesa do hospedeiro para a ferrugem da videira. Em folhas de V. vinifera
assim como de V. labrusca a ferrugem da videira reduz a fotossintese
tanto na regido da lesdo quanto na regido assintomatica ao redor da
pustula. A ferrugem da videira causa danos no processo fotoquimico, pela
reducdo do transporte aparente de elétrons. Em ambas as espécies
também pode ser observada o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) no sitio de infeccdo horas apdés a inoculacdo, relacionando a
resposta de hipersensibilidade a uma reagéo pos-formada do hospedeiro
como estratégia de reduzir a area lesionada.

Palavras-chave: Vitis spp.; Eficiéncia de doenca; Epidemiologia
comparativa; Histopatologia; Resposta fotossintética;
Espécies reativas de oxigénio
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ABSTRACT

The grapevine rust in Vitis vinifera and Vitis labrusca: epidemiological

compounds and host responses

Grapevines cultivar of Vitis vinifera and Vitis labrusca are cultivated
in Sao Paulo state for producing table grapes. Foliar fungal diseases are
recurrent and cause yield losses when climatic conditions are favourable
to disease development. Grapevine rust (Phakopsora euvitis) causes
intense defoliation, fruit depreciation and yield losses. However, little is
known about the interaction between P. euvitis and Vitis spp. Therefore,
the objective of this work was to evaluate the severity and disease
efficiency of rust in V. labrusca; and compare the resistance of the species
V. vinifera cv. Moscato Giallo and V. labrusca cv. Niagara Rosada
measuring of epidemiological components of the disease and anatomical,
symptomatological and physiological alterations in the hosts. The leaf
wetness period and the temperature during the infection process, as well
as the inoculum concentration of P. euvitis influence the disease efficiency
and, consequently the rust severity in V. labrusca. Most of the evaluated
epidemiological components showed that V. labrusca is more susceptible
to rust than V. vinifera. The latent period and the infectious period of rust
are similar between the species and older leaves (60 days after bud
break) are more susceptible to rust than younger leaves (34 and 24 days
after bud break). Older leaves have greater sporulation capacity. During
infectious period of rust in V. labrusca was observed a higher severity of
disease than in V. vinifera. Satellite uredias originary from the first
infection are observed in V. labrusca leaves which characterize the
pustule growth. V. vinifera leaves showed a soaked halo surround the
lesion, and accumulation of pectic substances and cellulose was observed
in this region. These substances accumulation may are defense
mechanisms of the host against the rust. Rust reduces photosynthesis in
the region of lesion, and also in the asymptomatic region around the
pustule in both grapevine species. Rust causes damage in photochemical
process as a result of reduction from apparent transport of electrons. In
both species, one day after inoculation it was observed accumulation of
reactive oxygen species (ROS). Therefore, hypersensitivity response is
related to a post-formed host reaction such as a strategy to reduce the
injured area.

Keywords: Vitis spp.; Disease efficiency; Comparative epidemiology;
Histopathology; Photosynthetic response; Reactive oxygen
species
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1. INTRODUCAO

O estado de Séo Paulo € o terceiro maior produtor de uvas do Brasil, com
uma producéo de 142 mil toneladas colhidas em uma area de 15,5 mil hectares, o
que representa 15 % do total de uvas produzidas no pais (INTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA- IBGE, 2015). Em S&o Paulo sdo produzidas uvas
de mesa europeias (Vitis vinifera) e americanas (V. labrusca), entretanto o cultivo de
uvas europeias vem sendo reduzido e substituido por uvas americanas. Essa
substituicdo deve-se ao alto custo de producéo, maior custo de méo-de-obra, maior
quantidade de tratos culturais e menor resisténcia a doencas (CAPPELLO, 2014).
Dentre as principais doencas fungicas foliares recorrentes em Sao Paulo esta a
ferrugem da videira (Phakopsora euvitis) (EMBRAPA, 2015). Esta doenca €
endémica no Sudeste e Sul do Brasil, entretanto, devido a sua pouca importancia
em regibes produtoras de uva em outros paises, pouco se conhece sobre o
patossistema tanto em videiras europeias quanto em americanas (ANGELOTTI et
al., 2008).

Os sintomas de ferrugem caracterizam-se por diminutas pustulas na face
inferior das folhas e areas amareladas em sua face superior, que podem necrosar a
medida que as pustulas coalescem. Em condicdes de severidade elevada, a
ferrugem pode causar queda prematura de folhas, afetar a maturagéo dos frutos e o
acumulo de carboidratos no sistema radicular (AMORIM et al.,, 2016). Os
carboidratos armazenados s80 necessarios para a brotacdo das gemas apds o
periodo de dorméncia das videiras, e a sua reducao pode afetar a producdo na safra
seguinte (EMBRAPA, 2015).

O controle da ferrugem ¢é feito basicamente com o uso de agroquimicos.
Entretanto, ndo se conhece ao certo o periodo de suscetibilidade das videiras a
doenca, e por consequéncia a época que a ferrugem deve ser controlada. A
determinacao da suscetibilidade do hospedeiro a ferrugem relacionada aos estadios
fenoldgicos (CARISSE; BOUCHARD, 2010; FICKE et al., 2002), juntamente com as
condicdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento da doenca (LEITE; AMORIM,
2002) sdo fundamentais para que as medidas de controle sejam mais eficazes e
assim reduzir o uso excessivo de agroquimicos durante o ciclo da cultura.

A suscetibilidade dos tecidos de uma planta a um determinado patégeno

pode ser diferente, de acordo com o estadio fenoldégico em que os tecidos se
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encontram. A resisténcia ontogénica, assim como o0s diferentes graus de
suscetibilidade dos hospedeiros, pode ser medida pela comparacdo dos
componentes monociclicos do patdogeno relacionados aos tecidos do hospedeiro
(IMHOFF et al.,, 1981). Pelos componentes epidemioldgicos relacionados a um
patossistema é possivel mensurar a resisténcia parcial do hospedeiro a determinada
doenca (NEERVOORT; PARLEVLIET, 1978). Componentes monociclicos como o
periodo de laténcia, eficiéncia de doenca, periodo infeccioso, capacidade de
esporulacdo e germinacdo de esporos produzidos (TENG et al., 1977) auxiliam no
entendimento de doencas policiclicas, por sintetizarem a epidemia pelos processos
do ciclo da relacdo patdgeno-hospedeiro (TENG, 1985; ZADOKS, 1974). Outros
componentes epidemioldgicos, como severidade e crescimento da lesdo, também
sdo importantes no progresso da doenca (BERGER et al., 1997).

Além dos componentes epidemioldgicos, diferencas sintomaticas e morfo-
anatdmicas entre tecidos de cultivares ou espécies hospedeiras permitem identificar
diferentes mecanismos de resisténcia entre as relacbes patdégeno-hospedeiro
(MARQUES et al., 2010, 2014). Patogenos que colonizam tecido foliar podem
causar sintomas que reduzem a area fotossinteticamente ativa, devido a danos ao
aparato fotossintético como alteragcbes na estrutura e funcdo dos cloroplastos
(SHTEINBERG, 1992), somados ao rompimento da epiderme foliar, o que pode
causar um aumento da transpiracdo (BERGHAUS; REISENER, 1985). Esses danos
podem levar a reducdo na capacidade fotossintética e a queda precoce de folhas
(EMBRAPA, 2015).

Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar componentes monociclos da
ferrugem em Vitis labrusca; e comparar a resisténcia a ferrugem entre as espécies
de videira Vitis vinifera e Vitis labrusca, por meio de componentes epidemiol6gicos

da doenca e alteracdes anatdbmicas, sintomatoldgicas e fisioldgicas dos hospedeiros.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliogréafica
2.1.1. Espécies de videiras

Espécies ancestrais das videiras estavam presentes em todo hemisfério
Norte. Entretanto, apds o ultimo periodo glacial, que se encerrou h& cerca de dez mil
anos, 0s ancestrais das videiras sobreviveram a glaciagcdo em trés centros de
refugio. O centro americano, localizado na regido compreendida entre os Estados
Unidos e México, onde foram originadas diversas espécies, entre elas Vitis labrusca,
Vitis vulpina, Vitis rupestris, Vitis rotundifolia. O centro de reflgio euroasiatico,
localizado na regido do Caucaso, onde foi originado uma Unica espécie, a Vitis
vinifera e o centro asiatico, onde foi originada a espécie V. amurensis (KELLER,
2010). A videira europeia V. vinifera foi disseminada pelos Persas por toda Asia
Menor, dando inicio ao cultivo de parreiras na Siria e Egito e posteriormente sendo
disseminadas por gregos e romanos por toda Europa (SOUZA, 1996).

A familia Vitaceae tem aproximadamente 1000 espécies que estdo incluidas
em 17 géneros. O nome Vitaceae € devido a maioria dos exemplares serem
trepadeiras, lianas (do latim viere = fixar), seus frutos podem apresentar de 0 a 4
sementes. O género Vitis apresenta 2n=38 cromossomos, sendo as flores
unissexuais. O predominio do género é em regibes de clima temperado ou
subtropical. A espécie mais plantada no mundo é a V. vinifera e os diferentes
cultivares atendem o mercado de fruta fresca e a producao de vinhos e espumantes.
A maioria das videiras americanas é utilizada em todos os paises produtores como
porta-enxerto, pois sdo resistentes a filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) e em alguns
paises, como o Brasil, algumas espécies, como a V. labrusca, sédo plantadas como
copa para producdo de uva para o mercado de fruta fresca, producdo de suco e
vinhos comuns. As cultivares europeias, em geral apresentam boa qualidade dos
frutos, entretanto menor resisténcia a pragas e doencas. As cultivares americanas
apresentam caracteristicas variaveis com relacdo aos frutos, no entanto sua
resisténcia a pragas e doencas € maior (KELLER, 2010).

Dentre as cultivares de Vitis vinifera esta a cv. Moscato Giallo, também
conhecida como cv. Moscatel branco, cultivada desde a Grécia antiga. No Brasil,

seu cultivo é encontrado no sul do pais. Essa cultivar apresenta brotagdo tardia,



20

importante para evitar regides de geadas, além de ser bastante vigorosa. Com
relacdo a incidéncia de doencas, a cv. Moscato é suscetivel a doengas fangicas
como podriddes do cacho. A cultivar americana Niagara, (Vitis labrusca) foi originada
do cruzamento de Concord x Cassady, ambas V. labrusca. Trazida dos EUA para o
Brasil por volta de 1910, a cv. Nidgara Branca sofreu mutagdo somatica originando a
cv. Niagara Rosada. A cultivar Niagara Rosada tem vigor médio e resisténcia a
maioria das doencas fungicas. A face inferior das folhas apresenta coloragao

branco-amarelada devido a pilosidade intensa (SOUZA, 1996).

2.1.2. Viticultura

O Brasil € o oitavo pais produtor mundial de uvas, com uma producéo de 1,5
milhdes de toneladas (FAO, 2015). O estado de S&o Paulo € o terceiro maior
produtor de uvas do pais, com 142 mil toneladas, das quais 99,2% séo destinadas
ao mercado de fruta fresca (IBGE, 2015).

A uva ‘Niagara Rosada’ (Vitis labrusca) vem sendo plantada no estado de
Sé&o Paulo em detrimento a cultivares de uvas de mesa de origem europeia (Vitis
vinifera). Essa substituicdo se deve a boa aceitacdo da ‘Niagara Rosada’ no
mercado interno (TECCHIO et al., 2011), a menor necessidade de tratos culturais,
como o raleio de bagas, e maior resisténcia a algumas doencas flngicas
(FRACARO; PEREIRA, 2004), o que reduz o custo com o controle e

consequentemente o custo de producédo (COSTA et al., 2012).

2.1.3. Ferrugem da videira

A ferrugem da videira, cujo agente causal é o fungo Phakopsora euuvitis,
apresenta como sintomas pustulas urediniais de coloragdo amarelada na face
abaxial e na face adaxial sédo formadas lesdes necroéticas (AMORIM et al., 2016). Em
estadios mais avancados da doenca aparecem télias, de coloragdo marrom,
préximas as urédias (TESSMANN et al., 2004). As urédias sao formadas na camada
da subepiderme, apresentam formato arredondado, com grandes parafises na

periferia, sdo agregadas e quando maduras, rompem as camadas da epiderme para
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liberacdo dos urediniésporos. Esses esporos apresentam equinulas e 4 a 6 poros
germinativos equatoriais (ONO, 2000).

Por ser uma doenca de final de ciclo, as lesées que ocorrem nas folhas
podem levar a desfolha precoce, queda da produtividade e reducdo na qualidade
dos frutos (ONO, 2000). Quando recorrente, apos a colheita dos frutos, a doenca
pode afetar o acimulo de reservas de carboidratos no sistema radicular da videira
antes do periodo de dorméncia (ANGELOTTI, 2006). O acumulo de amido nas
raizes no final do ciclo vegetativo € fundamental para que na primavera seguinte a
planta produza novos ramos (SIMAO, 1998). A desfolha precoce, portanto, além de
prejudicar a formacédo dos frutos da safra, também pode afetar a producéo da safra
seguinte (ANGELOTTI, 2006).

O fungo P. euvitis possui hospedeiros alternativos, como algumas espécies
de Ampelocissus na Australia (DALY et al., 2005) e Meliosma myriantha na Asia
(AMORIM et al.,, 2016). No hospedeiro alternativo ocorrem as fases basidial e
espermogonial do fungo. O hospedeiro alternativo é importante em regiées onde ha
longos periodos de seca, pois permite que o fungo sobreviva em tecidos verdes. Na
estacdo seguinte o fungo tem a possibilidade de infectar novamente Vitis spp.
Entretanto, as fases basidial e espermogonial da P. euvitis sé foram encontradas na
Asia e Oceania. Assim supde-se que o centro de origem da doenca seja o leste
asiatico e que a doenca possa ter migrado para o Norte da América antes do
surgimento e especializacéo das fases (ONO, 2000).

No Brasil, a ferrugem da videira foi relatada em 2001 na cidade de Jandaia
do Sul, no estado do Parana. No estado de Sdo Paulo a doenca foi constatada em
2003 (TESSMANN et al., 2004).

2.1.4. Suscetibilidade de espécies de videiras a ferrugem

A variacao genotipica entre cultivares pode influenciar no grau de resisténcia
a doencas (KRANZ, 2003). Hennessy et al. (2007) testaram a suscetibilidade de
diferentes cultivares de videiras a ferrugem comparando o niamero de puastulas nas
folnas. A maioria dos gendtipos testados foi classificada como suscetivel ou
altamente suscetivel. Os genotipos que foram classificados com algum nivel de
resisténcia foram os de origem americana, utilizados como porta-enxertos. A cultivar

Moscato (Vitis vinifera), foi classificada como suscetivel. Angelotti et al., (2008)
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avaliaram a resisténcia de diferentes genotipos utilizados no Brasil a ferrugem da
videira, por meio do nimero de pustulas por cm?, didmetro da pustula, nimero de
urediniésporos por pustula e periodo de laténcia, sendo a cultivar Niagara Rosada
(Vitis labrusca) classificada como altamente suscetivel.

Diferencas genotipicas podem ser observadas por meio de comparacdes
morfolégicas entre as espécies. Cultivares de Vitis vinifera apresentam menos de
250 estdmatos mm™, enquanto que em cultivares de Vitis labrusca esse nimero é
superior a 300 estdmatos mm™. Os estdmatos estdo localizados na face abaxial das
folhas (KELLER, 2000). Em Vitis labrusca ha uma grande densidade de tricomas na
face abaxial, enquanto que em Vitis vinifera esses sdo quase ausentes
(KORTEKAMP; ZYPRIAN, 1999). As variacbes morfolégicas podem influenciar na

suscetibilidade de cultivares e espécies a doencas.

2.1.5. Resisténcia do hospedeiro a doencas de plantas

A resisténcia ontogénica relaciona a suscetibilidade de um tecido da planta a
idade desse tecido (CARISSE; BOUCHARD, 2010; KRANZ, 1996). A suscetibilidade
pode estar associada ao estadio fenoldégico em que se encontra o hospedeiro e
envolve mecanismos fisicos e bioquimicos do sistema de defesa (CALONNEC et al.,
2013).

Entre as doencas que causam danos a videira, a resisténcia ontogénica foi
observada em oidio (Uncinula necator) e em mildio (Plasmopara viticola) em cachos
de uva (GADOURY et al., 2001; KENNELLY et al., 2005) Para o oidio, cachos com
bagas de diametros superiores a 6 mm apresentam menor severidade (GADOURY
et al., 2001). Uma explicacdo seria o aumento dos solidos solUveis nos frutos ao
longo do tempo o que pode impedir a formacédo de hifas secundarias (FICKE et al.,
2002). Os gendtipos que apresentaram maior resisténcia com relagcédo a idade das
bagas foram os de origem americana. Supfe-se que esses genotipos tenham
desenvolvido alguns mecanismos de resisténcia devido a coevolugdo entre essas
espécies de videira e o patégeno (GEE et al.,, 2008). Os diferentes niveis de
resisténcia a doencas estdo relacionados a interacdo entre os patdgenos e 0s
tecidos do hospedeiro, tanto em funcdo de variagbes morfolégicas ou anatdémicas
como bioquimicas e fisiologicas (VANDERPLANK, 1984). Alguns fatores

relacionados a resisténcia do hospedeiro como a espessura da cuticula foliar,
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presenca de tricomas e atividade fisiolégica podem afetar nos processos de infec¢éo
e esporulacéo (LALANCETTE et al., 1987; SACHE, 1997; ZADOKS, SCHEIN, 1979).

As diferencas na microestrutura foliar de videiras, como a espessura foliar, a
densidade, o formato e densidade de tricomas e estdbmatos pode indicar sua
adaptabilidade a adversidades como, por exemplo, o estresse hidrico e ataque de
patdbgenos (MONTEIRO et al.,, 2013). As folhas da videira sdo pentalobadas e
apresentam cinco principais feixes vasculares. O sistema principal de feixes
vasculares origina veias menores que estdo interconectadas formando aréolas de 2
mm de diametro, sendo as menores com cerca de 10 um de diametro, as quais
podem envolver até 10 células (KELLER, 2010). As folhas de diferentes idades
também podem apresentar diferentes caracteristicas anatébmicas. Em folhas jovens
de Vitis vinifera, com idade de 5 a 10 dias, o mesofilo € mais compacto com menor
namero de espacos intercelulares, enquanto que em folhas completamente
expandidas, com 11 a 16 dias de idade, o numero de espacos intercelulares
aumenta. Em folhas em senescéncia, com mais de 76 dias h4 um aumento na
espessura do mesofilo e grande incidéncia de inclusdes de cristais (KRIEDEMANN
et al., 1970).

Para o mildio da videira, esporangios de Plasmopara viticola se fixam em
superficies hidrofobicas, o que evita seu desprendimento pela dgua ou pelo vento. A
presenca nas folhas de tricomas retorcidos contendo substancias hidrofébicas
aumenta a area de contato e consequentemente a retencdo desses esporangios.
Entretanto, hA um menor contato da agua com a epiderme, o que desfavorece o
processo infectivo pelos zodsporos, 0s quais precisam de agua livre para a infeccéo.
Portanto, a presenca de tricomas € um mecanismo de resisténcia do hospedeiro,
pois limita a infeccdo desse patdgeno apenas por meio de esporangios
(KORTEKAMP; ZYPRIAN, 1999).

O processo de infeccdo consiste em uma série de mudancas morfologicas
do fungo, como germinagéo do esporo, formacdo do apressorio e penetracdo da hifa
por estbmatos ou pela cuticula e parede celular (SCHUCK, 2006). No caso de
penetragéo direta, a cuticula foliar € a primeira barreira mecéanica contra o ataque de
patogenos e injurias fisicas e quimicas. A cuticula repele a germinacdo do esporo e
reduz a disponibilidade de nutrientes para o patdogeno (KELLER, 2000). Um exemplo
€ o0 oidio do morangueiro (Podosphaera aphanis), onde a penetracdo depende da
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espessura da cuticula foliar, assim como a quantidade de enzimas presentes na
cutina da folha (CARISSE; BOUCHARD, 2010).

McLean (1979) relacionou os sintomas e a colonizagcdo de Phakopsora
pachyrhizi, agente causal da ferrugem asiatica da soja, a cultivares com diferentes
niveis de resisténcia. Em cultivares suscetiveis ha a formacgéo de apressorio e ocorre
penetracdo diretamente pelas células da epiderme. No parénquima palicadico
ocorrem ramificagdes das hifas, colonizacdo dos espacos intercelulares e formacao
de haustoérios. Em cultivares resistentes ocorre penetracdo direta e quatro dias apos
a infeccdo observa-se sintomas necrdticos em volta do sitio de infeccgéo,
caracterizando uma resposta de hipersensibilidade.

A resposta de hipersensibilidade consiste na presenca de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e pode causar morte programada das células ao redor do local de
penetragdo (BOSO et al., 2010). Outras funcdes das ROS séo o fortalecimento da
parede celular do hospedeiro pela diminuicdo da passagem de solutos e a regulagao
da expressdo génica por meio da ativacédo do sistema de defesa (BALBI-PENA et
al., 2012; BALDO et al., 2011). Geralmente ocorre um maior acumulo de peréxido de
hidrogénio em hospedeiros resistentes. O acumulo ocorre cerca de 24 horas apos a
inoculagéo e a sua frequéncia aumenta conforme o tempo. As células que sofreram
morte celular sdo rodeadas por células vivas que estdo produzindo peréxido de
hidrogénio. Entretanto, ha ocorréncia de um balanco entre as ROS [perdxido de
hidrogénio (H,0-) e o anion superéxido (0%)] que restringem a morte celular (BALBI-
PENA et al., 2012). Para patégenos necrotréficos a producdo de enzimas é
fundamental durante o processo de infeccédo, ao contrario dos biotréficos onde a
penetracdo geralmente € mecanica exercida pelo apressoério. Entretanto, fungos
biotréficos também produzem enzimas que degradam da cuticula do hospedeiro
(BELLINCAMPI et al., 2014).

A resposta de hipersensibilidade consiste na morte celular programa, sendo
um importante mecanismo de defesa para biotr6ficos jA& que obtém nutrientes
provenientes do metabolismo do hospedeiro. Para fungos necrotroficos a reacdo de
hipersensibilidade pode facilitar a colonizagcdo. Nesse caso o0 mecanismo de defesa
da planta é utilizado na sua patogenicidade (GOVRIN; LEVINE, 2000). Com a morte
celular no sitio de infeccdo a planta comeca a produzir enzimas peroxidase na
regido ao redor da reacédo de hipersensibilidade para impedir a morte de novas

células. Nessa regido, também, é observado um acumulo de compostos fendlicos,
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relacionados com mecanismos de defesa do hospedeiro (KORTEKAMP; ZYPRIAN,
2003).

Keogh et al. (1980) observaram que no patossistema soja-P. pachyrhizi a
sintese de fitoalexinas ocorre primeiro nas cultivares mais resistentes e ha uma
maior espessura das células do parénquima palicadico na regido proxima ao local de
infeccdo. Assim como o0 sucesso da infeccdo, o tamanho das pustulas também
depende da resposta das células hospedeiras proximas ao local de infeccao
(SHANER, 1978). Para cultivares de V. vinifera resistentes ao mildio (Plasmopara
viticola) foi observada a formacao de calose ao redor dos estdmatos, entretanto, ndo
foi observada uma regiao necrética. A formacao de regido necréticas em plantas da
familia Vitaceae € comum devido a rapida sintese de componentes fendlicos como
flavandides e fitoalexinas (GINDRO et al., 2003). A estrutura do mesofilo também
pode influenciar na colonizacdo do patdgeno nos tecidos do hospedeiro. Um
mesofilo muito denso, com poucos espacos intercelulares, pode dificultar o

crescimento micelial (BOSO et al., 2010).

2.1.6. Epidemiologia comparativa entre espécies de hospedeiros

A mensuracdo dos componentes epidemioldgicos é fundamental para
comparacdo e definicdo dos niveis de resisténcia de hospedeiros a determinado
patogeno (NEERVOORT; PARLEVLIET, 1978). Entretanto, cada patossistema tem o
curso de sua epidemia sendo mais influenciado por alguns desses componentes.
Em alguns casos pode haver correlacdes entre frequéncia de infeccao, periodo de
incubacédo, didmetro da leséo, indice de esporulacéo e area lesionada (MEHAN et

al., 1994). Dessa forma € importante mensurar cada um deles separadamente.

2.1.6.1. Periodo de laténcia

O periodo de laténcia consiste no periodo entre a infeccédo e o aparecimento
de estruturas reprodutivas do patdégeno. No caso da ferrugem da videira este
periodo termina com o inicio da esporulacdo das pustulas. Com o periodo de
laténcia pode-se calcular quantos ciclos do patégeno ocorrem em um ciclo da cultura
(KRANZ, 1996; ZADOKS, SCHEIN, 1979) e comparar diferentes cultivares em
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relacdo a resisténcia a determinado patdogeno (AMORIM; PASCHOLATI, 2011).
Folhas de diferentes idades podem apresentar diferentes periodos de laténcia, o que
permite classifica-las quanto a resisténcia ao patégeno (PARLEVLIET, 1979).

O calculo do periodo de laténcia pode ser feito pelo periodo entre a
inoculagéo e o aparecimento de 50% das lesGes. Para sua determinagdo, o numero
de lesdes esporulantes € contado quando a primeira lesdo esporular até 0 momento
gue nao é observado um aumento no numero de lesdes por dois dias consecutivos.
Para ferrugem da alfafa (Uromyces striatus), o aparecimento e a estabilizacdo do
namero de pustulas leva um maior periodo de tempo quando as temperaturas no
periodo de pés-infec¢do sdo mais baixas, embora ela ndo influencie na eficiéncia de
doenca (WEBB; NUTTER JR., 1997).

2.1.6.2. Eficiéncia de doenca

A eficiéncia de doencga consiste na razao entre o nimero de lesdes visiveis e
0 numero de esporos viaveis depositados sobre a superficie do tecido vegetal
(KRANZ, 1996). Lalancette et al., (1987), assim como Schein e Rotem (1965)
denominam eficiéncia de doenca como eficiéncia de infec¢do. Para mildio da videira
essa razao foi de 0,06 lesBes por zoosporos inoculados na cultivar Catawba (V.
labrusca). Com o aumento da concentracdo de inéculo, ha um aumento na
severidade do mildio, entretanto a eficiéncia de doenca néo sofre alteracdes. Isto
pode ocorrer supondo que dois ou mais zodsporos penetrem em um mesmo
estbmato, além do que pode ocorrer competicdo entre 0os zo6sporos no inicio da
infecgdo (LALANCETTE et al., 1987).

Para a ferrugem da videira, o calculo da eficiéncia de doenca pode ser
influenciado pela concentracdo do indculo (ANGELOTTI, 2006). Elevadas
concentracbes de indculo dificultam a avaliacdo, pois pode ocorrer multiplas
infeccbes e causar coalescéncia entre as lesdes. Alteracdes na fisiologia da folha
como composicdo dos aminoacidos podem influenciar nos processos de infecgéo e
desenvolvimento do patégeno (SAMBORSKI; FORSYTH, 1960), por isso ndo é
desejavel avaliar a eficiéncia de doenca em folhas destacadas.

O conceito de eficiencia de doenca também foi utilizado para expressar a
influéncia da temperatura e duracdo do molhamento foliar na ocorréncia de mildio da

videira (LALANCETTE et al., 1988b). No patossistema Blumeria graminis - cevada, a
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eficiéncia de doenca € influenciada pelo estadio fenolégico. Com o aumento do
namero de folhas expandidas pode-se observar uma reducdo da eficiéncia de
doenca. Isso se explica pela resisténcia ontogénica e pelas alteracbes do
microclima, jA que a ocorréncia de oidio € favorecida pela maior luminosidade e
menor umidade. Folhas velhas s&o mais resistentes e pode ser observada uma

reducdo na producao de hifas (HAU, 1985).

2.1.6.3. Periodo infeccioso

O periodo infeccioso consiste no tempo entre o inicio da esporulagdo e o
momento em que a lesé&o para de esporular (TENG; CLOSE, 1978). A influéncia do
periodo infeccioso sobre o ciclo secundario da doenca € um importante parametro
epidemioldgico para a continuidade da epidemia. No periodo infeccioso é possivel
avaliar a capacidade de esporulacdo e a viabilidade de esporos (KRANZ, 1996).
Entretanto, verifica-se uma dificuldade na estimativa acurada do final do periodo
infeccioso devido ao formato assintético da curva que descreve a esporulacdo. No
caso de patdogenos com um longo periodo infeccioso, esse fator € uma forma de
sobrevivéncia do patdgeno, mesmo com baixa intensidade da esporulacao
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996; MEHTA; ZADOKS, 1970).

2.1.6.4. Capacidade de esporulacao

A capacidade de esporulacdo consiste no numero de esporos produzidos
por lesdo por dia (KRANZ, 1996). A esporulacdo pode variar de acordo com a
temperatura em que as lesGes se encontram. Para Puccinia hordei a somatéria de
esporos produzidos por dia durante o periodo infeccioso € maior para temperatura
ambiente de 20 °C e o pico de producado de urediniésporos ocorre proximo ao quarto
dia do periodo infeccioso e depois decresce (TENG; CLOSE, 1978). Para Puccinia
recondita f.sp. triticina, o pico de esporulacdo ocorre proximo ao décimo dia do
periodo infeccioso e em seguida a esporulacédo decresce (MEHTA; ZADOKS, 1970;
SACHE, 1997;BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996).

Patdogenos com um padrdo de um pico de esporulagdo ocorrem em maior

intensidade nas regides de clima temperado. Nesse clima, o patdégeno deve liberar
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um maior nimero possivel de esporos antes que se iniciem condi¢cbes climaticas
desfavoraveis a sua sobrevivéncia como, por exemplo, uma geada. Os patdgenos
gue apresentam este tipo de padréo de esporulacédo tendem a apresentar uma maior
taxa aparente de infeccdo e consequentemente um maior numero de lesbes e
esporos, sendo caracterizadas como epidemias explosivas. Entretanto, existem
patdégenos que apresentam diversos picos ao longo do periodo infeccioso. Esse
padrdo de esporulacdo € caracterizado como do tipo intermitente (BERGAMIN
FILHO; AMORIM, 1996). O fungo P. pachyrhizi assim como Uromyces
appendiculatus apresentam esse tipo de padrdo (MELCHING et al., 1979; MENDES;
BERGAMIN, 1989). Patégenos de clima tropical apresentam uma quantidade
razoavel de esporos produzidos por um longo tempo visando a sua sobrevivéncia. A
estratégia utilizada por patdgenos de clima tropical para sua sobrevivéncia é sempre
produzir esporos. A hostilidade enfrentada em clima tropical consiste em
temperaturas mais altas e muitas vezes baixa umidade relativa do ar, caracteristicas
ambientais que desfavorecem a germinacdo dos esporos (BERGAMIN FILHO;
AMORIM, 1996). A germinacdo dos esporos diminui conforme ha aumento da
temperatura do ar (SCHEIN; ROTEM, 1965). Por isso, patdgenos de clima tropical
tendem a apresentar uma maior continuidade de inéculo (BERGAMIN FILHO;
AMORIM, 1996; VANDERPLANK, 1984).

2.1.6.5. Viabilidade de esporos

A viabilidade de esporos consiste na capacidade de novos esporos em gerar
novas lesdes. A viabilidade de esporos também é chamada de eficiéncia de contagio
e pode sofrer influéncia de varios fatores como a resisténcia do hospedeiro e as
condi¢Bes ambientais, dentre elas temperatura e umidade (KRANZ, 1996).

Os fatores que influenciam na germinacéo de esporos podem ser internos e
externos. Dentre os fatores internos estdo a maturidade, a longevidade e a vitalidade
dos esporos. A maturidade dos esporos esta relacionada a idade fisiol6gica, ou seja,
mesmo ocorrendo seu desprendimento do hospedeiro ndo ocorrera germinacéo se
esses ainda ndo estiverem maduros. A longevidade dos esporos dependente da
guantidade de nutrientes armazenada pelo esporo antes de ser destacado no
hospedeiro. A vitalidade é um fator pouco conhecido sendo influenciado pelos

fatores externos. Entre os fatores externos estdo a temperatura, a umidade, a
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presenca de oxigénio, a luz, as substancias nutritivas e as substancias toxicas, como
os fungicidas. A umidade é o fator mais importante, pois pode influenciar na
vitalidade do esporo. Com relacdo a quantidade de oxigénio, muitas vezes sua
auséncia acarreta competicdo e auto inibicdo entre esporos (DORAN, 1922). Para
Rhizopus stolonifer a solucdo nutritiva liberada por péssegos com ferimentos
estimula a germinacdo de seus esporos, 0 que acaba por favorecer a penetracéo
(BAGGIO et al., 2016). Para Phakopsora euvitis foi observado que a presenca de luz
inibe a germinacéo dos urediniésporos (ANGELOTTI et al., 2014). A temperatura do
tecido hospedeiro também pode influenciar na vitalidade, folhas que estdo mais ao
topo do dossel recebem maior intensidade de luz, o que pode diminuir a germinacao
dependendo do patégeno (IMHOFF et al., 1981). Para Plasmopara viticola, a
infectividade dos esporangios produzidos sofre influéncia das condi¢des ambientais,
como a temperatura e molhamento foliar, sendo o molhamento essencial para
germinacdo (LALANCETTE et al., 1988a). Portanto, quanto mais préximas do 6timo
estiverem as condicbes ambientais mais rapido os esporos germinam (DORAN,
1922).

2.1.6.6. Severidade da doenca

A severidade consiste na propor¢cado de area lesionada pelo patégeno em
relacdo a area sadia do hospedeiro (AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2011). A
severidade é uma importante ferramenta para avaliacdo de doencas (BERGAMIN
FILHO; AMORIM, 1996). Valores de severidade ao longo do tempo podem ser
ajustados a modelos mateméaticos que permitem a comparacédo entre epidemias por
meio dos parametros gerados. A presenca de mecanismos de resisténcia do
hospedeiro pode atuar na taxa de crescimento da doenca, o que faz que o
crescimento da epidemia seja mais lento. Por meio das taxas de crescimento obtidas
nas curvas de progresso é possivel comparar suscetibilidade de hospedeiros em
relacdo a doencas (VANDERPLANK, 1984; BASSANEZI et al., 1998; SPOSITO et
al., 2004).

2.1.6.7. Crescimento da lesao
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O crescimento da lesd@o consiste na colonizacao de areas ao redor da lesao.
Essa estratégia de sobrevivéncia ndo depende de condigcbes ambientais que
favorecam a infeccdo (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996) e dispensa a passagem
por novos periodos de laténcia, que ocorrem quando ha novas infec¢cdes (BERGER
et al., 1997). O numero de locais disponiveis para infeccdo também reduz conforme
h& crescimento da leséo, o que acaba por diminuir as chances de reinfeccdo. A taxa
de crescimento da leséo tende a cair conforme ha maturacéo, de modo a atingir a
coalescéncia entre as lesdes ou quando ocorre senescéncia da planta por condi¢cdes
climaticas adversas. O crescimento da lesdo também pode ser chamado de zona de
esporulagcéo (EMGE et al., 1975).

Em Phakopsora pachyrhizi é observado um aumento no numero médio de
pustulas ao longo das semanas. A formacéo de areas necréticas ao redor do sitio de
infeccdo sugere que h&a conexdo entre as urédias da regido necroética e as urédias
da borda das pustulas, j& que é necessaria a passagem de nutrientes para pustulas
da regido necrosada. Assim € possivel dizer que o surgimento de novas urédias por
lesdo € um mecanismo de crescimento de lesdo para esse tipo de ferrugem
(MELCHING et al., 1979).

O tamanho da lesdo é um importante componente de resisténcia para varios
patossistemas, o que o torna Util para definir agressividade de isolados ou racas de
patégenos e resisténcia entre cultivares. Assim a selecdo de cultivares resistentes
pode ser feita com base em um numero inicial de lesdes e na taxa de crescimento
da leséo (BERGER et al., 1997).

2.1.7. Relacéo entre doencas foliares e trocas gasosas em hospedeiros

Fungos causadores de ferrugens podem causar reducdo da taxa
fotossintética nas areas afetadas pelas lesées ou em regides adjacentes as pustulas
colonizadas pelo micélio do patogeno (SCHOLES; FARRAR, 1986). A transpiracao
de folhas infectadas por ferrugens pode ser alterada devido ao rompimento do tecido
foliar causado pela emergéncia de pustulas ou alteragdo do fechamento estomético
(SHTEINBERG, 1992). Alteracbes na difusdo de CO, no mesofilo se deve a
obstrucdo dos espacos intercelulares sendo ocupados por hifas e pela hipertrofia de
células (SCHOLES; FARRAR, 1986). Bassanezi et al. (2002) observou que durante

o monociclo da ferrugem do feijoeiro a condutancia estomatica foi inferior em folhas
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sintométicas quando comparada com folhas sadias, entretanto ndo houve relacéo
com a severidade da doenca. Em trigo os valores de taxa fotossintética e o peso de
mil graos foram inferiores para uma cultivar resistente a Fusarium graminearum, o
gue demonstra um maior custo fisiolégico da cultivar resistente quando comparado
com uma cultivar suscetivel (YANG et al., 2016).

A taxa fotossintética também foi medida para cultivares de trigo com
diferentes niveis de suscetibilidade a ferrugem no colmo do trigo (Puccinia graminis
f.sp. tritici). Para as cultivares altamente resistentes foi observada uma tardia
reducdo da fotossintese quando comparado com plantas sadias. Para essas
cultivares foi observado uma reducédo do conteudo de clorofila devido a defesa da
planta por resposta de hipersensibilidade. Para cultivares classificadas como
resistentes (apresentam areas cloroticas e necroticas nas folhas) houve um pequeno
aumento na taxa fotossintética seguida de uma queda brusca chegando a valores
nulos. Para cultivares moderadamente resistentes houve formacéao de ilhas verdes e
as taxas fotossintéticas nunca ultrapassaram as taxas de plantas sadias e sempre
caem chegando a zero. Para cultivares suscetiveis, as urédias foram maiores
comparadas as cultivares resistentes, ocorrendo visivel perda da clorofila e a
fotossintese decresceu chegando a valores muito proximos a zero (BERGHAUS;
REISENER, 1985).

llha verde € um fenbmeno caracterizado pela retencdo de pigmento, como a
clorofila, ao redor da pustula. Para patdogenos biotroficos a ocorréncia de ilhas
verdes é um beneficio porque prolonga a vida das células hospedeiras, sendo a
senescéncia retardada. O fendmeno é observado quando as epidemias ndo sao
severas e a densidades de pustulas é baixa. Nessa regido ocorre um acumulo de
citolisinas, o que provoca maior estimulo na sintese de proteinas. Em folhas de
cevada infectadas com Puccinia hordei, a formacao de ilhas verdes ocorre no inicio
do aparecimento dos sintomas, e a taxa fotossintética pode ser 30% maior quando
comparada a folhas sadias, entretanto posteriormente a taxa fotossintética cai cerca
de 40 a 45% (SCHOLES; FARRAR, 1986). Entretanto, em folhas de mirtilo
infectadas com Uromyces muscari ocorre uma reducdo da taxa fotossintética na
regido do tecido onde foi observada a presenca de ilhas verdes quando comparado
a regido do tecido com pustulas esporulantes (WALTERS et al., 2008).

Diferentes idades de folha também podem alterar a taxa fotossintética.

Folhas de diferentes idades de Vitis vinifera cv. Sultana apresentaram diferencas na
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taxa fotossintética, ocorrendo o pico quando as folhas alcangaram cerca de 30 dias
de idade. Nesse mesmo periodo a folha atinge o pico maximo de assimilacdo de
carbono e o pico maximo de concentracdo de clorofila. Assim, conforme as folhas se
tornam maduras, absorvem mais radiacdo e a concentracdo de clorofila aumenta
(KRIEDEMANN et al., 1970).

2.2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no laboratorio de Epidemiologia do
Departamento de Fitopatologia e Nematologia da Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz, USP, em Piracicaba, Sdo Paulo. Para a execucao dos experimentos
foram utilizadas mudas da cultivar de uva europeia Moscato Giallo (Vitis vinifera)
enxertadas em ‘SO4’ e da cultivar de uva americana Niagara rosada (Vitis labrusca)

enxertadas em ‘|IAC 766-Campinas’.

2.2.1. Manutencdao e inoculacdo de Phakopsora euvitis

As mudas de V. vinifera e V. labrusca foram cultivadas em vasos de 7 L e 35
cm de altura, contendo substrato estéril de terra argilosa, esterco de curral e areia,
na proporcao 1:1:1, e conduzidas em haste Unica. As mudas foram adubadas uma
vez por més com 5 g de adubo formulado (NPK — 10-10-10). Parte das mudas, ao
atingir nove folhas expandidas, foi utilizada na manutencdo do inoculo de
Phakopsora euvitis.

O indculo utilizado nos experimentos foi obtido de folhas de V. labrusca cv.
Nidgara Rosada com sintomas de ferrugem, da area experimental do Departamento
de Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, USP, em
Piracicaba, S&o Paulo. As folhas com sintomas de ferrugem foram levadas ao
laboratorio para a coleta dos urediniosporos com o auxilio de um pincel e a
suspensdo de esporos foi calibrada na concentracdo de 10 urediniésporos mL™,
com o auxilio de uma camara de Neubauer. A suspensdo de esporos foi aspergida
na face abaxial das folhas de cinco mudas de cv. Niagara rosada, as quais foram por
24 horas mantidas em camara umida a 25 °C, no escuro (ANGELOTTI et al., 2014).

Para a manutencédo do in6culo no hospedeiro, a cada trés semanas trés mudas
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foram inoculadas. O in6culo produzido nessas mudas foi utilizado nos experimentos

e em inoculac¢des subsequentes para continuidade da manutencao do indculo.

2.2.2. Eficiéncia de doenca e severidade de ferrugem em Vitis labrusca
cv. Niadgara rosada em diferentes concentragdes de inoculo,

temperaturas e molhamento foliar

Mudas de uva V. labrusca cv. Nidgara rosada com aproximadamente 30 dias
apos a brotacdo das gemas e com cerca de 10 folhas expandidas foram colocadas
horizontalmente no solo, sob condi¢c&o controlada, e tiveram suas folhas fixadas em
placas de isopor com a face abaxial voltada para cima (Figura 1B). A &rea de
inoculacao foi limitada com a fixac&o, nas folhas, de molduras de borracha com area
interna de 12 cm?. Em cada area foram depositados 2 mL da suspensdo de esporos
contendo Tween 20 a 0,02%, e espalhada com ajuda da alca de Drigalski, para uma
melhor distribuicdo da suspenséao sobre o tecido foliar. Para a formacéo de camara
Uumida, as areas inoculadas foram fechadas com o uso de fita plastica (Figura 1C).
Apoés 24 horas a fita plastica foi retirada e os tecidos inoculados foram fotografados
14 dias apo0s a inoculacao, para avaliacdo do numero de lesBes e area lesionada do
tecido (severidade da doenca). Para verificacao da viabilidade dos urediniésporos da
suspensao utilizada foi realizado um teste de germinagéo, em trés placas de Petri,
contendo cada uma trés gotas da suspensdo de inéculo e apos 24 horas foi
realizada a avaliacdo da germinacdo em 100 esporos por gota.

Foram realizados dois experimentos, sendo o primeiro para avaliar a
temperatura e o periodo de molhamento foliar relacionados a eficiéncia de doenca e
0 segundo para avaliar a concentracdo de esporos inoculados relacionada a
eficiéncia de doenca. O primeiro experimento foi repetido duas vezes, sendo na
primeira repeticéo utilizada a concentracdo de in6culo de 10* urediniésporos mL™ e
na segunda repeticéo, a concentracdo de indculo de 5 x 10° urediniésporos mL™. As
mudas foram mantidas em camaras de crescimento a temperaturas de 15, 20, 25,
30 °C em combinacdo com periodos de molhamento de 6, 12, 18 e 24 horas no
escuro. Apos o término dos diferentes periodos de molhamento, as mudas foram
colocadas em céamaras de crescimento a 25 °C por 14 dias, para avaliacdo dos
sintomas. Foram utilizadas trés mudas por combinacdo de molhamento foliar e

temperatura e em cada muda foram inoculadas trés folhas. Ap6s 14 dias em cada
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area delimitada pela moldura foram realizadas fotografias para contagem do niumero
de pustulas com auxilio do software IMAGE J 1,51e (SCHNEIDER et al., 2012) e
guantificacdo da severidade com auxilio do Quant (VALE et al., 2003). A eficiéncia
de doenca foi calculada com base no numero de pustulas formadas por
concentragdo de in6culo em cada um das temperaturas e periodo de molhamento
foliar.

Com os dados de eficiéncia de doenca de ambos os experimentos foi
elaborada uma superficie de resposta com ajuste ao modelo beta-monomolecular
(CAMPBELL, MADDEN;1990; BASSANEZI et al. 1998):

Y(T)=Yopt*(((T-Tmin)/(Topt-Tmin))B3*((Topt-Tmin)/(Tmax-Topt)))

*(((Tmax-T)/(Tmax-Topt))"B3))*(b1*(1-b2*(exp(-r*M)))), em que Y(T) é a
eficiéncia de doenca; Yopt é o valor de eficiéncia de doenca na temperatura 6tima
(valor méximo de eficiéncia de doenca); T € a temperatura em °C; Tmin € a
temperatura minima; Tot é a temperatura 6tima; Tmax é a temperatura maxima; B3
corresponde a amplitude da curva na sua faixa assintotica; bl e b2 sdo parametros
do modelo; r esta relacionado com a velocidade de aumento da eficiéncia de doenca
em funcdo do periodo de molhamento e temperatura; e M é o periodo de
molhamento em horas.

Os dados foram analisados com auxilio do software SAS (Statistical Analysis
System) e os parametros estimados pelo modelo para eficiéncia de doenca foram
comparados pelo Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, E.U.A). A superficie de resposta foi
plotada com auxilio do software PLOT IT 3.2. Os demais graficos foram plotados
com auxilio do software SigmaPlot 10.0 (Systat Software, San Jose, CA, USA).

No segundo experimento as concentracdes utilizadas para as inoculacdes
foram 107, 103, 10* e 10° urediniésporos mL™. As mudas foram mantidas em camara
Umida a temperatura de 25 °C por 24 horas no escuro. Apés esse periodo retirou-se
a camara umida e as plantas foram transferidas para casa de vegetacao e mantidas
em temperatura ambiente. Em cada uma das 10 mudas (com nove folhas
expandidas, cerca de um més apO6s a poda) foi inoculada uma folha por
concentracdo, sendo inoculadas quatro folhas por planta, entre a primeira e quarta
folna mais velha. Portanto, para cada concentracdo utilizada foram inoculadas 10
folhas.

Apdés 14 dias em cada area delimitada pela moldura foram realizadas

fotografias para contagem do numero de pustulas com auxilio do software IMAGE J
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1,51e (SCHNEIDER et al.,, 2012) e quantificacdo da severidade com auxilio do
software Quant (VALE et al.,, 2003). Apés fotografar as areas, em cada éarea
delimitada foram coletados os esporos formados nas pustulas com a ajuda de um
pincel e 5 mL de agua destilada. O conteudo foi colocado em um tubo de ensaio
com 20 uL de lactoglicerol. Para contagem dos esporos, o tubo de ensaio foi agitado
por 30 segundos e em seguida foi retirada uma aliquota da suspenséo. A contagem
de esporos foi feita em camara de Neubauer, sendo calculado o nimero médio de
esporos produzidos por lesdo. O experimento foi realizado duas vezes.

Foram avaliadas correlagbes entre o numero de esporos € 0 namero de
pustulas, entre a severidade e o numero de pustulas e entre o numero de esporos e
a severidade. Os dados foram analisados com auxilio do software Statistica 7.0
(StatSoft, Tulsa, E.U.A) e foram plotados com auxilio do software SigmaPlot 10.0
(Systat Software, San Jose, CA, USA).

2.2.3. Epidemiologia comparativa de ferrugem em Vitis labrusca e Vitis

vinifera

Seis mudas de Vitis vinifera cv. Moscato Giallo e seis mudas de Vitis
labrusca cv. Nidgara rosada foram podadas e tiveram as folhas recém-expandidas
marcadas a cada semana. ApGs dois meses da poda, as mudas foram inoculadas
com Phakopsora euvitis. As mudas foram colocadas horizontalmente no solo (Figura
1A,B) e tiveram trés folhas de diferentes idades fixadas sobre uma placa de isopor
de forma que permanecessem com a face abaxial voltada para cima durante o
periodo da inoculagdo. Em cada folha foram fixadas molduras de borracha com area
interna de 12 cm?, de forma a delimitar a area de inoculacdo. Em cada uma das
molduras foram depositados 2 mL da suspens&o de inéculo na concentracéo 5 x 10°
urediniésporos mL™. A suspenséo de inculo foi preparada com uma concentracdo
de 0,01 % de Tween 20, para facilitar que a gota se espalhasse em toda superficie
da folha dentro da moldura, com auxilio da alca de Drigalski. Apds a inoculagéo,
para a formacdo de camara uUmida, foi colocada uma fita plastica fechando
completamente a moldura de borracha (Figura 1C). As mudas foram mantidas a 25
°C no escuro e periodo de molhamento foliar de 24 horas (ANGELOTTI et al., 2014).
Apoés esse periodo foram retiradas as camaras umidas e as mudas foram mantidas

em casa de vegetacdo em temperatura ambiente. Para a contagem do numero de
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pustulas foram utilizadas duas mudas de cada espécie. A contagem iniciou-se a
partir do aparecimento dos sintomas e foi realizada até que o numero de pustulas se
estabilizasse por dois dias consecutivos. A contagem foi realizada por meio de
fotografias retiradas diariamente, com o auxilio do software IMAGE J 1,5le
(SCHNEIDER et al.,, 2012). O periodo de laténcia foi definido quando 50 % do
ndmero de puastulas estavam esporulando. Definiu-se a eficiéncia de doenca a partir
do nimero maximo de pustulas dividido pelo nimero de uredinidosporos depositados
sobre a superficie da folha, e a severidade foi quantificada na regido inoculada com
auxilio do software Quant (VALE et al., 2003). O experimento foi repetido duas
vezes. Na segunda repeticdo, com a severidade e o numero de pustulas foi
calculado diariamente o tamanho médio das pustulas, para a caracterizacdo do
crescimento da leséo.

A avaliacdo da capacidade de esporulacao foi realizada em quatro mudas
inoculadas de cada espécie. A remocao dos uredinidsporos foi realizada a cada trés
ou quatro dias a partir do primeiro dia do aparecimento dos sintomas. O experimento
foi repetido duas vezes. Para a primeira repeticdo, para a remocao dos esporos, 5
mL de &gua destilada estéril foram aplicadas sobre a superficie da folha. Na
segunda repeticdo, a agua foi colocada na placa de Petri ap6s a remoc¢do dos
esporos com o auxilio de um pincel (Figura 1D,E). A suspensdo de esporos foi
agitada e uma aliquota foi retirada para a contagem do urediniésporos em camara
de Neubauer (Figura 1F). A esporulacdo das pustulas por idade das folhas, para
cada espécie, foi calculada pela média de quatro mudas inoculadas. A cada coleta
dos esporos foi verificada a viabilidade dos urediniésporos produzidos por meio do

teste de germinacao (Figura 1G).
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Figura 1. Mudas de Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada e Vitis vinifera cv. Moscato Giallo com trés
folhas de diferentes idades (A) As mudas fixadas em placa de isopor mantidas em camara umida
a temperatura controlada (B). Folhas fixadas em placas de isopor com a face abaxial voltada para
cima e inoculadas na regido delimitada pela moldura de borracha (detalhe na fita plastica para
manter camara Umida) (C). Coleta dos esporos com auxilio de pincel (D). Adicdo de 5 mL de
agua destilada aos esporos coletados (E). Contagem de esporos em camara de Neubauer para
definicdo da concentracédo da suspenséo (F). Preparo do teste de germinacdo com o deposito de
trés gotas em trés placas de poliestireno (G).
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Para a avaliagdo da severidade, a cada dia de coleta de esporos foram feitas
fotografias da area inoculada. Com as imagens obtidas foi feita a contagem do
namero de pustulas com ajuda do software IMAGE J 1,51e (SCHNEIDER et al.,
2012) e a severidade foi quantificada na regido inoculada com auxilio do software
Quant (VALE et al., 2003). Com o software SAS (Statistical Analysis System) foram
realizadas analises estatisticas dos dados em delineamento fatorial. Os dados de
cada variavel foram comparados pelo teste Tukey-Kramer com 5 % de significancia.
Com auxilio do software Statistica (StatSoft, Tulsa, E.U.A), os dados de severidade
avaliado no tempo foram ajustados aos modelos de Gompertz (Y=bl*exp(-b2 exp(-
rt))), logistico (Y=b1/(1+b2*exp(-rt))) e monomolecular (Y=b1*(1-b2*exp(-rt))), em que
Y € a variavel analisada, bl a assintota maxima, b2 é a constante de integracdo
igual a 1-y0 (yO= in6culo inicial), r € a taxa de progresso da doenca e t o tempo
(CAMPBELL; MADDEN, 1990; BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996; SPOSITO et al.,
2004). Os parametros obtidos pelo melhor modelo ajustado aos dados foram
comparados pelo teste t. A escolha do modelo que se ajusta melhor aos dados foi
com base na natureza biolégica da doenca (PFENDER, 1992) e sua participacdo no
ciclo, levando em consideracao o padréo de residuos e os valores do coeficiente de
determinacao (R? (CAMPBELL, MADDEN, 1990; BERGAMIN FILHO et al., 1998).

2.2.4. Andlise anatdmica e sintomatoldgica de ferrugem em Vitis vinifera

e Vitis labrusca

Aspectos estruturais e bioguimicos de folhas e os sintomas de ferrugem
entre as espécies de videiras Vitis vinifera cv. Moscato Giallo e Vitis labrusca cv.
Nidgara Rosada foram analisados por técnicas de microscopia eletronica de
varredura e de microscopia de luz. Para isso, foram utilizadas seis mudas de cada
espécie de videira. Em trés mudas, folhas intermediarias com aproximadamente 60
dias apd6s a brotacdo das gemas foram inoculadas com Phakopsora euvitis na
concentragcéo de 5 x 10° urediniésporos mL™. Trés mudas de cada espécie foram
mantidas sadias para comparacao entre tecidos doentes e sadios com a mesma
idade. ApoOs 17 dias da inoculagdo foram coletas folhas sadias e folhas com
sintomas de ferrugem. Os tecidos foram fotografados em estéreo-microscopio Leica
M205C com lente de 5x de aumento e parte do mesofilo foi fixada em Karnovsky por

24 horas (KARNOVSKY, 1965). Durante esse periodo as amostras foram colocadas
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na bomba de vacuo para melhor infiltracdo do fixador. Em seguida, as amostras
foram submetidas a uma série etilica (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% e 100%). Na concentracdo de etanol a 100% as amostras foram desidratadas
por trés vezes. As amostras foram infiltradas em historesina hidroxi-etil metacrilato
(Leica Historesin® - Heraeus Kulzer, Hanau, Germany) e seccionadas em micrétomo
rotatorio Leica RM 2045 a uma espessura de 5 um. Os cortes transversais foram
montados em laminas de vidro e posteriormente corados com Azul de Toluidina para
as analises histopatologicas (SAKAI, 1973). Apos a coloragcdo, as laminas foram
montadas com resina sintética Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany) e as
imagens foram feitas com camera Leica DFC310FX em microscopio Leica DMLB.
Parte das laminas foi corada com WGA Alexafluor 488 por 30 minutos e com
Calcofluor White por 1 minuto. As imagens com corantes de fluorescéncia foram
realizadas em microscopio Leica DM5500B. O corante de fluorescéncia WGA
Alexafluor 488 floresce em verde na presenca de quitina, sendo visualizado com
filtro 5 L (excitacdo entre 460 e 500 nm e emissédo entre 515 e 485 nm). O corante
Calcofluor White fluoresce em azul na presenca de celulose, sendo visualizado com
filtro DAP (excitagéo entre 325 a 375 nm e emisséo 515 e 485 nm).O experimento foi
realizado duas vezes.

Para as imagens em microscopio eletrénico de varredura as amostras
seguiram o mesmo procedimento até a série etilica. Em seguida, foram submetidas
ao processo de secagem em ponto critico modelo Balzers CPD 050 (Figura 2A).
Posteriormente as amostras foram coladas com fita de carbono sobre suportes de
aluminio chamados stubs e seguiram para a metalizagdo com vapor de ouro no
metalizador Balzers modelo MED 010 (Balzers Union, Liechtenstein) a 50 mA por
180 segundos (MAY DE MIO et al.,, 2006) (Figura 2B). As amostras foram
visualizadas em microscopio eletrénico de varredura (LEO 435 VP) e as imagens
foram processadas no software CoreDRAW® Graphics Suite X8.

2.2.5. Comparacéo da resposta fotossintética de folhas de Vitis vinifera e

Vitis labrusca sadias e com sintomas de ferrugem

Para comparacao da resposta fotossintética foram realizadas medidas de
fotossintese em folhas de cinco mudas de Vitis vinifera cv. Moscato Giallo e de cinco
mudas de Vitis labrusca cv. Niagara rosada, com cerca de 30 dias ap0s a brotacao
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das gemas. Uma muda de cada uma das espécies foi utilizada como controle sadio.
As plantas foram colocadas horizontalmente no solo e as quatro folhas mais velhas
foram fixadas sobre uma placa de isopor com a face abaxial voltada para cima
durante todo o periodo de inoculagcédo. Sobre a face abaxial das folhas foram fixadas
molduras com area de 12 cm?. Em cada uma das molduras foram depositados 2 mL
de suspensdo nas concentracbes de 10% 103 10* e 10° urediniésporos mL™ de
forma aleatéria entre as folhas fixadas. Cada muda recebeu as quatro
concentracfes de inoculo testadas. A suspenséo foi preparada por diluicdo seriada e
em seguida foi espalhada sobre a regido da folha interna a moldura com auxilio da
alca de Drigalski. A moldura foi coberta com ajuda de uma fita plastica para a
formacdo de camara umida. As suspensdes de inoculo foram preparadas e foi
adicionada a concentracdo de 0,01 % de Tween 20, para facilitar que a gota se
espalhasse em toda superficie da folha de dentro da moldura. As mudas foram
mantidas a 25 °C no escuro e o periodo de molhamento foliar foi de 24 horas
(ANGELOTTI et al., 2014). A viabilidade dos esporos foi verificada pelo teste de
germinacao. Apods a inoculacdo, as mudas foram colocadas em casa de vegetacéo
em temperatura ambiente.

Para a determinagéo da capacidade fotossintética foram realizadas medidas
da taxa fotossintética liquida (A) (umol CO, m? s™), condutancia estomatica (gs)
(mol H,O0 m™ s, transpiracdo (E) (mmol H,O m? s™), concentracdo interna de CO;
(Ci) (umol mol™), eficiéncia do fotossistema Il (PhiPSIl) e transporte aparente de
elétrons (ETR) (umol (elétrons) m™?s™) na regido inoculada de cada uma das folhas e
em folhas sadias, com auxilio do aparelho IRGA Li 6400 XT (Licor, Lincoln, NB,
USA). O aparelho foi ajustado as condicdes: fluxo de fétons fotossintéticos de 1000
umol m? s, a concentracdo de CO, na camara em torno de 400 pmol mol™ e
temperatura do ar externa utilizando a camara de 2 cm? As medicdes foram
realizadas no periodo entre as 10 h e 14 h. O experimento foi realizado duas vezes.

Na primeira repeticao do experimento, a primeira medicéo foi realizada antes
da inoculagéo e as sucessivas medicdes realizadas com intervalos de 2-3 dias até
completar 16 dias apos a inoculacdo (DAI). Na segunda repeticdo, a primeira
medicado foi realizada no dia anterior a inoculagcdo. Apés o aparecimento dos
sintomas foram obtidas imagens nos dias avaliados e a severidade da regiao

inoculada foi calculada com auxilio do software Quant (VALE et al., 2003).
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A taxa fotossintética relativa, a condutancia estomética relativa e transporte
aparente de elétrons relativo foram calculados por meio da divisdo do valor obtido
para cada uma das folhas sintomaticas sobre os valores médios obtidos de folhas
sadias. Os valores relativos foram correlacionados com a severidade da doenca. A
eficiéncia instantanea da carboxilacao aparente (A/Ci 0 K) também foi estimada e os
dados foram correlacionados com a taxa fotossintética liquida. Os graficos foram
plotados com auxilio do software SigmaPlot 10.0 (Systat Software, San Jose, CA,
USA).

2.2.6. Presenca de espécies reativas de oxigénio em folhas de Vitis

vinifera e Vitis labrusca inoculadas com Phakopsora euvitis

Para o experimento de espécies reativas de oxigénio foram utilizadas quatro
mudas de V. vinifera cv. Moscato Giallo e quatro mudas de V. labrusca cv. Niagara
Rosada, com folhas com idade de 20 dias apdés a brotacdo. As mudas foram
colocadas horizontalmente no solo e cinco folhas por muda foram fixadas sobre
placas de isopor com a face abaxial voltada para cima durante o periodo de
inoculagdo. Em cada folha foram fixadas duas molduras de borracha com area
interna de 4 cm?, de forma a delimitar a &rea de inoculacdo. Em cada uma das
molduras foram depositados 660 pL de suspensao de esporos na concentracdo de 5
x 10% urediniésporos mL™ contendo 0,01% de Tween 20 e espalhados sobre a area
foliar delimitada com o auxilio de algca de Drigalski. Ap6s a inoculacdo, para a
formacao de camara Umida, foi colocada uma fita plastica fechando completamente
a moldura de borracha. As mudas foram mantidas a 25 °C no escuro e o periodo de
molhamento foliar foi de 24 horas (ANGELOTTI et al., 2014). Apds esse periodo
foram retiradas as camaras Umidas e as mudas foram mantidas em casa de
vegetacdo em temperatura ambiente. A viabilidade dos esporos foi verificada pelo
teste de germinacdo. Para cada folha, dois discos de 2 cm de diametro foram
coletados com 1, 3, 7, 10 e 13 DAI (Figura 2C).
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Figura 2. Amostras de folhas de Vitis vinifera cv. Moscato Giallo e V. labrusca cv. Niagara Rosada
inoculadas com Phakopsora euvitis durante processo de secagem em ponto critico (A). Stubs
apos o processo de metalizacdo (B). Folhas das duas espécies de videira com os discos de 2 cm
de diametro que foram destacados para testes de reacdo de hipersensibilidade (C). Discos em
solugdo de DAB e NBT em bomba a vacuo (D). Discos durante processo de descoloragdo em
banho-maria com etanol (E). Coloragdo das estruturas fungicas com azul de algoddo, montagem
das laminas com glicerina a 50% e selagem com esmalte (F).

Apds a coleta dos discos, um disco de cada uma das folhas foi colocado em
solucdo de DAB (3,3-diaminobenzidina) na concentracdo de 0,1% em tampao de
fosfato de potassio 10 mM (pH 3,8 ajustado com NaOH) e outro disco de cada uma
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das mesmas folhas foi colocado em solugdo NBT (nitroblue tetrazolium) na
concentracdo de 0,1 % em tampao de fosfato de potadssio 10 mM (pH 7,8 ajustado
com NaOH) por 45 minutos em infiltracdo a vacuo (Figura 2D). Em seguida, todos os
discos foram colocados em agua destilada e incubados a luz fluorescente por uma
hora. Para clareamento, os discos foram colocados em etanol fervente e levados em
banho-maria (96 °C) por 5 minutos (BELTRAME, 2005) (Figura 2E). Os discos foram
corados com azul de algodao (0,1 %) e foi montada lamina com glicerina 50% e
selada com esmalte incolor (Figura 2F).

As analises histologicas foram visualizadas em aumento de 100 a 500 vezes
em estéreo-microscopio HiroxDigital Microscope Kh-8700. As imagens foram
processadas no software CoreIDRAW X8. Com as imagens obtidas foi medido o
diametro médio e a area da regido que apresentou coloracdo marrom para o
reagente DAB ou azul para o reagente NBT indicando a presenca de espécies
reativas de oxigénio. As imagens foram processadas com auxilio do software do
software IMAGE J 1,51e (SCHNEIDER et al., 2012). Com os dados do diametro
médio e da area da regido foi calculada a média e erro padrdo com auxilio do
Software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, E.U.A). Os gréficos foram plotados com
auxilio do software SigmaPlot 10.0 (Systat Software, San Jose, CA, USA).

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Eficiéncia de doenca e severidade de ferrugem em Vitis labrusca
cv. Niadgara rosada em diferentes concentragcdes de inoculo,

temperaturas e molhamento foliar

A eficiéncia de doenca € uma variavel influenciada pelo hospedeiro,
concentracéo e viabilidade de indculo. Para cada uma das temperaturas, em cada
uma das repeticdes foi obtido um valor de viabilidade de esporos (Tabela 1). A
viabilidade dos esporos teve influéncia da temperatura de inoculagdo. Como a
diferenca na concentracdo de indculo entre as repeticbes pode influenciar nas

variaveis analisadas, as andlises estatisticas foram feitas separadamente.
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Tabela 1. Viabilidade de urediniésporos de Phakopsora euvitis e concentracdo de in6culo
(urediniésporos mL™) utilizada para inoculacdo em folhas de Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada
para analise de eficiéncia de doenca e severidade de ferrugem relacionados a temperatura do
ambiente em que foi inoculado. Foram realizadas duas repeticdes.

Temperatura Repeticdo 1 Repeticdo 2
dainoculacdo Viabilidade Concentracdo Viabilidade Concentracéo
15°C 0,20 10000 0,04 5000
20°C 0,53 10000 0,23 5000
25°C 0,10 10000 0,28 5000
30 °C 0,15 10000 0,22 5000

A eficiéncia de doenca, a severidade e numero de puastulas aumentaram
conforme o aumento da duracdo do molhamento foliar. Entretanto, para a
temperatura de inoculagdo, nas temperaturas extremas (15 e 30 °C) foi observada
uma reducao nas variaveis analisadas (Figuras 3,4,5 e Tabelas 2,3). Com relacéo a
temperatura, os maiores valores de pustulas, severidade e eficiéncia de doenca

ocorreram a 20 °C, na repeticdo 1 e a 25 °C na repetigéo 2 (Tabelas 2,3).
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Figura 3. Sintomas de ferrugem da videira em area foliar de V. labrusca cv. Niagara Rosada
inoculada com Phakopsora euvitis na concentracdo de 10* urediniésporos mL*, submetidas as
temperaturas 15, 20, 25 e 30°C com duracdes de periodos de molhamento de 6, 12, 18 e 24
horas. As imagens foram realizadas no 14° dia ap6s a inoculagdo. A area inoculada em cada uma
das folhas representa 12 cm?.
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Tabela 2. Severidade de ferrugem (Phakopsora euvitis) em folhas de Vitis labrusca cv. Niagara
Rosada (12 sz) e eficiéncia de doenca (nimero de pustulas formadas por esporos depositados)
em funcao da temperatura e molhamento foliar. Dados da primeira repeticao.

Variaveis Severidade® Efg:é)éennc(;zxde

15 0,0044 ¢ 0,0046 b

Temperatura 20 0,1638 a 0,0791 a
(°C) 25 0,0471 b 0,0908 a

30 0,0221 b 0,0349 b

6 0,003 b 0,0029 c

Molhamento foliar 12 0,0641 a 0,0479 b
(h) 18 0,0814 a 0,0611 ab

24 0,0882 a 0,0975 a

Teste de Tukey-Kramer com significncia a 5%: médias com mesma letra ndo séo significativamente
diferentes. * Teste com base na analise ndo-paramétrica Kruskal-Wallis.

Tabela 3. Severidade de ferrugem (Phakopsora euvitus) em folhas de Vitis labrusca cv. Nidgara
Rosada (12 cm2) e eficiéncia de doenc¢a (numero de pustulas formadas por esporos depositados)
em funcéo da temperatura e molhamento foliar. Dados da segunda repeticéo .

Variaveis Severidade® Ef|§(|)eennc(;xde

15 0b 0c

Temperatura 20 0,0260 a 0,0047 b
(°C) 25 0,0413 a 0,0524 a

30 0,0103 a 0,0178 b

6 0,0005 c 0,0003 c

Molhamento foliar 12 0,0169 b 0,0232 b
(h) 18 0,0116 ab 0,0167 ab

24 0,0251 a 0,0346 a

Teste de Tukey-Kramer com significAncia a 5%: médias com mesma letra ndo séo significativamente
diferentes. * Teste com base na analise ndo-paramétrica Kruskal-Wallis.
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para a repeticdo 1 (e) e repetigédo 2 (o).
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Figura 5. Eficiéncia de doenca (puUstulas por esporos inoculados) de ferrugem da videira em funcéo
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apés a inoculagdo com Phakopsora euvitis, para a repeticao 1 (e) e repeticao 2 (o).
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Os dados de eficiéncia de doenca obtidos em ambas as repeticbes, com
variagao da temperatura e duragdo do molhamento foliar, foram ajudados ao modelo
beta-monomolecular, cujos parametros obtidos foram: eficiéncia de doenca na
temperatura 6tima (Yopt) de 0,22 esporos/pustulas; temperatura minima (Tmin) de
5,8 °C; temperatura 6tima (Topt) de 24,3 °C; amplitude da curva na faixa assintoética
(B3) de 7,09; temperatura maxima (Tmax) de 37,4 °C; parametro bl de 0,82; b2 de
1,99; taxa de aumento da eficiéncia de doenca em funcdo da temperatura e
molhamento foliar (r) de 0,12 e coeficiente de determinacdo (R?) de 0,70. Todos os

parametros foram significativos a 5 % (Figura 6).

LN ]
fa=]
N
o

Eficiéncia de doenca

Figura 6. Superficie de resposta para eficiéncia de doenca (pUstulas por esporos inoculados) de
Phakopsora euvitis inoculada em folhas de Vitis labrusca cv. Niagara rosada em funcdo da
temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela equacdo ED=0,22*(((T-5,8)/(24,28-
5,8))\(7,09*((24,28-5,8)/(37,36-24,28)))*(((37,36-T)/(37,36-24,28))"7,09))*(0,825*(1-1,99* (exp(-
0,11*M)))), em que ED é eficiéncia de doenga, T a temperatura (°C) e M o periodo de
molhamento (horas). Foram somados os dados da repeticdo 1 (e) e repeticdo 2 (o) do
experimento.
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O valor de B3 (amplitude da curva na faixa assintética) alto representa o
estreitamento da superficie de resposta proximo a temperatura oOtima. Esse
resultado indica que a eficiéncia de doenca foi mais dependente da temperatura do
gue do periodo de molhamento para que ocorresse 0 sucesso da infeccdo e
colonizacdo da Phakopsora euvitis em cv. Nidgara Rosada.

No experimento sobre a eficiéncia de doenca em funcdo da concentragdo de
inéculo, folhas inoculadas na concentracdo de 10° urediniésporos mL™
apresentaram maior niamero de pustulas e consequentemente maior severidade da
doenca. A area inoculada apresentou uma maior coalescéncia de pustulas e necrose
do tecido foliar, com 14 dias apés a inoculagéo (Figura 7). Os dados de eficiéncia de
doenca em funcdo da concentracdo de indculo foram ajustados ao modelo da
poténcia inversa, Y(x)=a*x®, em que Y(x) é a eficiéncia de doenca em funcéo da
concentracdo de indculo, a é eficiéncia de doenca para um esporo inoculado, b é a
taxa de decréscimo da eficiéncia de doenca e x € a concentracdo de inoculo (Figura
8a). O valor obtido para o parametro a nao foi significativo, entretanto o parametro b
foi significativo. Portanto, a eficiéncia de doenca foi reduzida com o aumento da

concentragao de inéculo.

Figura 7. Imagens de folhas de Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada inoculadas nas diferentes
concentracdes 10% 10°, 10* e 10° urediniésporos de Phakopsora euvitis mL™. As imagens foram
realizadas 14 dias ap6s a inoculagdo. A area inoculada representa 12 cm’.
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Figura 8. Os resultados foram obtidos em areas da folha de 12 cm? de Vitis labrusca cv. Nidgara
Rosada inoculadas com Phakopsora euvitis e avaliadas 14 dias apés a inoculacéo. Eficiéncia de
doenga (numero de pulstulas por esporos viaveis) em fungdo da concentracdo de inoculo,
ajustada ao modelo poténcia inversa (Y(x)= 2,08*(x "0’39)) (a); severidade média (em proporgéo)
em funcdo da concentracdo de inoculo, ajustada ao modelo logistico (Y=1/(1+((1/0,0686))-
1)*exp(-0,14e™*)*x)) (c); producdo de esporos por plstula em funcéo da concentracdo de inéculo
(e). As barras representam erro padrdo para dados das duas repeticdes do experimento (a,c,e).
Esporos produzidos em fungdo do nimero de pustulas formadas (b); Severidade da ferrugem em
funcdo do nuimero de pustulas formadas (d) e nimero de esporos produzidos em funcdo da
severidade da ferrugem (f). Foram utilizados os dados da repeticdo 1 (e) e repeticdo 2 (o) do
experimento (b,d,f).
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A severidade da doenca aumentou conforme com o0 aumento da
concentragcdo de esporos inoculados. A severidade foi ajustada ao modelo logistico
Y(x)=1/(1+((1/b1))-1)*exp(-r*x), em que Y(X) é a severidade em funcdo da
concentracdo de inéculo, bl é a severidade para o numero minimo de esporos, r é a
taxa de crescimento da severidade com relagdo a concentracdo de inéculo e x € a
concentracdo de inéculo (Figura 8c). A producao de esporos produzidos por pustula
foi maior para a maior concentracdo de esporos inoculados (Figura 8e). Para
severidade em funcdo do numero de pustulas formadas e numero de esporos
produzidos em funcdo da severidade foram estabelecidas correlacdes lineares
(Figura 9b,d,f). A melhor correlacéo foi entre severidade em funcdo do namero de
pUstulas (R? =0,70). Para a correlacdo entre esporos produzidos e severidade, o
coeficiente de determinacdo apresentou um valor consideravelmente baixo
(R*=0186).

A eficiéncia de doenca € um importante componente epidemioldgico no
estudo dos processos de infeccdo e de colonizacdo. No presente trabalho as mudas
de V. labrusca cv. Nidgara Rosada foram colocadas nas mesmas condi¢des de
temperatura (25 °C), apés o periodo de infeccdo, para que a temperatura do
ambiente nédo influenciasse na eficiéncia de doenca. No periodo de infeccdo, as
mudas foram mantidas no escuro, pois a luz influencia negativamente no processo
de infec¢do de P. euvitis em V. labrusca (ANGELOTTI et al., 2014).

Os resultados do trabalho demonstraram que a eficiéncia de doenca foi
maior em temperaturas, no periodo de infeccdo, entre 20 e 25 °C e pelo modelo
ajustado a temperatura 6tima foi de 24,28 °C. Esses resultados corroboram com
Angelotti et al. (2014), que para o0 mesmo patossistema avaliado, o valor maximo de
frequéncia de infeccdo (nimero de pustulas cm™) observado foi na temperatura de
20 °C.

Para o periodo de molhamento foliar, a eficiéncia de doenga foi maior em
periodos acima de 12 horas. Os maiores valores de eficiéncia de doenca ocorrem
em periodos de molhamento de 18 e 24 h. Angelotti et al. (2014) observaram que a
maior frequéncia de infecgdo ocorreu em periodos de molhamento superiores a 12
horas, na temperatura de 20 °C.

A eficiéncia de doenca € uma varidvel que engloba os processos de
germinacao, infeccdo e colonizagcdo (WEBB; NUTTER JR, 1997). Em trabalhos

avaliando a influéncia da temperatura e molhamento foliar com relagdo a severidade
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e germinacao de Phakopsora euvitis, a melhor temperatura para germinacao foi de
20 °C e para severidade foi de 30 °C com duracao do molhamento foliar superior a
18 h (ALVES, 2015). A manutenc&o das mudas apds o processo de infeccdo a 25 °C
anulou o efeito da temperatura na colonizacdo e possibilitou relaciona-la ao
processo de infec¢do. A temperatura e o periodo de molhamento, no processo de
infecg@o, que proporcionaram os maiores valores de severidade da ferrugem foram
semelhantes aos valores obtidos para a eficiéncia de doenca. Portanto, a severidade
estd diretamente relacionada com eficiéncia de doenca até o limite dos valores
médios encontrados no experimento, 16 % e 8 %, para temperatura e periodo de
molhamento foliar, respectivamente.

O conceito de eficiéncia de doenca também foi utilizado para expressar a
influéncia da temperatura e molhamento foliar na ocorréncia de mildio da videira
(Plasmopara viticola). A temperatura 6tima para ocorréncia de mildio foi entre 15 e
20 °C. Para a duracdo do periodo de molhamento foliar a maior eficiéncia foi
observada com 16 horas (LALANCETTE et al. 1988a). O fungo Phakopsora euvitis
necessita de temperaturas mais altas que o Plasmopara viticola, dessa forma
regides de clima mais quente favorecem a ocorréncia de ferrugem.

A concentracdo de inoculo, em condi¢cdes Otimas para o processo de
infeccdo, também influenciou na eficiéncia de doenca, severidade e quantidade de
esporos produzidos por pustula. No experimento desenvolvido os valores de
eficiéncia de doenca diminuiram conforme o aumento na concentracdo de inéculo. A
curva obtida pelo modelo da poténcia inversa, ajustada aos dados de eficiéncia de
doenca, demonstra que a eficiéncia de doenca chega préoxima a zero em
concentracdes maiores que 10° urediniésporos mL™. O valor obtido no parametro a
nao se justifica biologicamente por ndo ser possivel obter duas pustulas a partir da
inoculacdo de um esporo. A reducédo da eficiencia de doenca com o aumento da
concentracdo de inéculo pode ser explicada pelo fato de que a penetracdo de
Phakopsora euvitis ocorre por estbmatos e por consequéncia, 0 numero de sitios de
infeccéo se torna limitado (BERGAMIN FILHO, AMORIM, 1996). Caso dois esporos
germinados estiverem proximos a um estdbmato, apenas um deles causara infecgao.
Para mildio da videira, entretanto, foi encontrado um valor para eficiéncia de doenca
de 0,06 lesBes por zoosporos inoculados na cultivar Catawba (Vitis labrusca),
conforme houve aumento da concentracdo de indculo, a eficiéncia de doenca néo
sofreu alteracéo significativa (LALANCETTE et al., 1987).
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A severidade da ferrugem aumentou conforme aumentou a concentragéao de
in6culo, sendo os dados ajustados ao modelo logistico. Esse resultado corrobora
com Angelotti et al. (2008), que observaram, no mesmo patossistema, um aumento
no numero de pustulas com o aumento da concentracdo de inoculo. Essa relacéo
também foi observada para mildio da videira (LALANCETTE et al, 1987).

Para a producdo de esporos por pustula, ocorreu um aumento significativo
entre as concentracbes inoculadas de 10° e 10° urediniésporos mL™. No
patossistema Puccinia recondita f.sp. tritici em trigo também ocorreu aumento no
namero de pustulas (severidade) com o aumento da concentracdo de indculo,
entretanto, a producao de esporos por pustula foi menor (SACHE, 1997).

No patossistema avaliado, a correlacdo entre severidade da doenca e
namero de pustulas foi positiva. O aumento da severidade estd diretamente
relacionado ao aumento do numero de pustulas formadas. Entretanto, o nimero de
esporos formados ndo se correlacionou com o numero de puastulas e com a
severidade da doenca. Portanto, a producdo de esporos ndo € dependente da

severidade da doenca e nem do nimero de pustulas formadas.

2.3.2. Epidemiologia comparativa de ferrugem em Vitis labrusca e Vitis

vinifera

A epidemiologia da ferrugem entre as espécies de videira foi comparada
pelos componentes epidemioldgicos: periodo de laténcia, eficiéncia de doenca,
periodo infeccioso, capacidade de esporulacdo, nimero de esporos formados por
pustula por dia, esporos acumulados ao longo do periodo infeccioso, viabilidade dos
esporos e severidade de doenca, analisados em duas repeticbes. Na primeira
repeticdo as mudas foram podadas em 24/11/2015 e inoculadas em 12/02/2016. Na
segunda repeticdo, a poda foi realizada em 09/01/2016 e a inoculacdo em
23/03/2016. A viabilidade dos esporos, na primeira repeticdo foi de 10 % e na
segunda repeticao de 38,6 %.

A inoculacao foi feita em folhas velhas com 58 e 61 dias apds a brotacao,
folhas intermediarias com 34 e 33 dias apds a brotacdo e folhas jovens com 24 e 24
dias ap0s a brotacéo, para as repeticdes 1 e 2, respectivamente.

Para o periodo de laténcia, ndo ocorreu diferenca entre as espécies de

videiras e entre as diferentes idades de folha em ambas as repeticbes. Na primeira
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repeticdo o periodo de laténcia foi de 7 dias ap6s a inoculacédo (DAI) e no segundo
experimento de 8 a 10 DAI. O periodo infeccioso teve duracédo de 15 a 20 dias, ndo

sendo observada diferenca entre idade de folhas e entre espécies (Tabela 4).

Tabela 4. . Periodo de laténcia e periodo infeccioso (dias) para a ferrugem da videira (Phakopsora
euvitis) inoculadas em mudas de Vitis vinifera cv. Moscato Giallo e V. labrusca cv. Niagara
Rosada, nas duas repeticoes.

Repeticéo 1 Repeticdo 2
Espécie Laténcia (erro) Periodo Laténcia (erro) Periodo
infeccioso (erro) infeccioso (erro)
V. vinifera 7,28(0,35) 15,85(0,78) 9,50(0,22) 18,50(0,92)
V.labrusca 7,80(0,48) 19,71(0,73) 8,20(0,20) 20,16(1,22)

Em V. vinifera a eficiéncia de doenca aumenta com a idade da folha. Em
folhas velhas a eficiéncia de doenca foi de 0,1 a 0,18 pustulas por esporos
inoculados, para as repeticdes 1 e 2, respectivamente. Em folhas jovens a eficiéncia
de doenca foi menor, sendo proxima a 0,01. Em V. labrusca a eficiéncia de doenca
variou entre 0,01 e 0,1, independentemente da idade da folha. Na comparagéao entre
espécies, em folhas jovens a V. labrusca apresentou maior eficiéncia de doenca
enquanto que nas demais idades de folhas a V. vinifera foi mais eficiente (Figura
9a,b).
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Figura 9. Eficiéncia de doenca (pustulas/ urediniésporos) para V. vinifera (a) e V. labrusca (b) em
folhas (F) velhas, intermediarias e jovens. Barras representam erro padrdo. A inoculacdo da
primeira repeticdo (e) foi realizada no dia 09/01/2016 e para a segunda repeticdo (o) em
23/03/2016.
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As andlises dos dados de severidade da doenca, capacidade de
esporulagéo, esporos/pustula/dia, esporos acumulados e germinacdo de esporos
foram realizadas em conjunto com os dados das duas repeticdes.

Os dados de severidade ndo se ajustaram aos modelos de Gompertz,
Logistico e Monomolecular, apresentando baixo coeficiente de determinacéo.
Portanto, foi realizado o célculo da &rea abaixo da curva de progresso da severidade
da doenca. Pela andlise fatorial dos dados foi observado que a V. labrusca
apresenta maior severidade de ferrugem quando comparada com V. vinifera. Em

relacdo a idade de folhas, folhas velhas apresentaram maior severidade quando
comparada com as demais (Tabela 5).

Tabela 5. Area abaixo da curva de progresso da severidade de ferrugem (Phakopsora euvitis)
(AACPD) nas espécies de videiras Vitis vinifera cv. Moscato Giallo e V. labrusca cv. Nidgara
Rosada, e em diferentes idades de folhas inoculadas: velha (60 dias apdés a brotagdo),
intermediéria (33 dias apds a brotacéo) e jovem (24 dias apoés a brotacao).

Espécies e idade de folhas AACPD
V. vinifera 162 b

V. labrusca 291 a

Velha 3,98 a
Intermediaria 1,77 b
Jovem 1,03 b

Valores seguidos da mesma letra ndo séo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey, com
significancia a 5%.

A severidade observada no ultimo dia do periodo infeccioso, 29 dias apos a
inoculagéo, foi em média para V. vinifera de 28 % em folhas velhas, 14,9 % em
folhas intermediarias e 5,7 % em folhas jovens. Em V. labrusca a severidade
observada foi em média de 42,8 % em folhas velhas, 32,7 % em folhas
intermediarias e 15,8 % em folhas jovens (Figura 10). Para a capacidade de
esporulacdo, esporos/pustula/dia e germinagcdo, na comparagcao entre espécies nao
houve diferenca, entretanto para esporos acumulados a espécie V. vinifera
apresentou maior valor (Tabela 6). Na comparacéo entre idades de folhas, a folhas
velhas apresentaram uma maior capacidade de esporulagdo e um maior numero de

esporos acumulados (Tabela 7).
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Figura 10. Severidade d e ferrugem (Phakopsora euvitis) (em proporcdo) (a,b), capacidade de
esporulacdo (c,d), esporos/pustula/dia (e,f), esporos acumulados (g,h) e viabilidade de esporos
(i,j) em trés diferentes idades de folha: velha (e), intermediaria (o) e jovem (V) de Vitis vinifera cv.
Moscato Giallo. (a,c,e,g,i) e Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada. (b,d,f,h,j). Os valores representam

duas repeticoes.
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Tabela 6. Comparacao entre V. vinifera e V. labrusca com relacdo a capacidade de esporulacao,
esporos/pustula/dia, esporos acumulados e germinacéo. Analise estatistica com dados de ambas
as repeticdes.

Espécie Capacidade Esporos/ Esporos Germinagao*
de
esporulacao” pustula/dia™ acumulados”
V. vinifera 49354,74 a 60,64 a 258501,15 a 26,38 a
V. labrusca 49962,96 a 108,35 a 18818171 b 20 a

Teste de Tukey-Kramer com significAncia a 5%: médias com mesma letra ndo séo significativamente
diferentes. * Teste com base nos valores de transformacéo 0,25. * Teste com base nos valores de
transformacéo logaritmica.

Tabela 7. Comparacado entre folhas de trés idades (velha, intermediaria e jovem) com relagdo a
capacidade de esporulacdo, esporos/pustula/dia, esporos acumulados e germinacdo. Andlise
estatistica com dados de ambas as repeti¢des.

Folha Capacidade Esporos/ Esporos Germinag&o™
de
esporulac&o” pustula/dia™ acumulados”
Velha 62498,26 a 69,21 a 299884,54 a 28,50 a
Intermediaria  36631,94 b 74,44 a 137018,22 ¢ 22,58 a
Jovem 49846,35 b 109,84 a 23312152 b 18,49 a

Teste de Tukey-Kramer com significAncia a 5%: médias com mesma letra ndo séo significativamente
diferentes. * Teste com base nos valores de transformacéo 0,25. * Teste com base nos valores de
transformag&o logaritmica.

As mudas da segunda repeticdo do experimento que foram utilizadas para
avaliacdo do periodo de laténcia e eficiéncia de doenca (que nao foram coletados os
esporos) foram fotografadas diariamente a partir do surgimento dos sintomas até o
18 DAI (periodo de laténcia). Pela severidade da doenca e numero de pustulas foi

calculado o tamanho médio da leséo (Figura 11).
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Figura 11. Severidade de ferrugem (Phakopsora euvitis) (em propor¢éo) (a,b) e tamanho médio de
pustulas (mm? (c,d) em trés diferentes idades de folha: velha (), intermediaria (o) e jovem (V)
de Vitis vinifera cv. Moscato Giallo (a,c) e Vitis labrusca cv. Niagara Rosada. (b,d).

Folhas de diferentes idades podem apresentar diferentes periodos de
laténcia o que permite classifica-las quanto a resisténcia ao patdgeno. Alguns
cultivares podem apresentam periodos de laténcia mais longos quando inoculados
em folhas com um estadio fenolégico mais desenvolvido que outras (PARLEVLIET,
1979). Entretanto, para ferrugem da videira tanto para espécie quanto para a idade
das folhas ndo foi observada diferenca para o periodo de laténcia. Esse resultado
corrobora com Angelotti et al. (2008) que observaram em diferentes genétipos,
periodo de laténcia pouco variavel, entre 7 e 8 dias. Hennessy et al. (2007) também
observaram laténcia de 7 dias para diferentes gendtipos de videira em mudas
mantidas a 25 °C. Entretanto, o periodo de laténcia pode variar de 7 a 13 dias, de
acordo com a temperatura do ambiente (ANGELOTTI et al., 2014; ALVES, 2015).

O periodo infeccioso da ferrugem da videira foi similar entre as espécies de
videiras avaliadas variando entre 15 e 20 dias. Para ferrugem asiatica da soja, o
periodo infeccioso € mais longo. Urédias de Phakopsora pachyrhizi comegaram a
esporular com 11 DAI e o inicio da senescéncia foi por volta de 29 DAI, aos 45 DAI
100% das urédias deixaram de produzir esporos caracterizando um periodo
infeccioso de 34 dias (YEH et al.,, 1982). Para Puccinia hordei foi observada
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influéncia da temperatura na duracdo do periodo infeccioso, sendo mais curto a 20
°C (TENG; CLOSE, 1978).

A eficiéncia de doenga em folhas de V. labrusca variou de 1 a 10 %, n&o
sendo observado um padrdo com relacédo a idade da folha. Na espécie V. vinifera,
entretanto, foi observado que quanto mais velha a folha maior a eficiéncia de
doenca. Portanto, folhas mais jovens de V. vinifera provavelmente apresentam maior
resisténcia ao desenvolvimento do fungo. Kriedemann et al. (1970) visualizaram um
mesofilo mais compacto em folhas mais jovens de V. vinifera, com menor numero de
espacos intercelulares, quando comparado com folhas completamente expandidas.
Um maior nimero de espacos intercelulares pode facilitar a colonizacdo do
patégeno. Ao contrario da ferrugem da videira, para Phakopsora pachyrhizi a
eficiéncia de doenca foi maior em folhas jovens, com cerca de 15 dias, mostrando
gue folhas mais velhas (mais de 42 dias) apresentaram maior resisténcia a ferrugem
asiatica (MELCHING et al., 1988).

A capacidade de esporulacdo € um fator que pode estar relacionado ao
tamanho de pustula (PARLEVLIET, 1979). Quanto maior o numero de urédias por
area, menor o tamanho das urédias e consequentemente menor o numero de
esporos produzidos por urédias (TENG, CLOSE 1978). Para Phakopsora euvitis foi
observada uma reducdo da esporulacao por urédias chegando préxima a zero por
volta de 27 a 29 DAI, o que permitiu mensurar o periodo infeccioso. Para
Phakopsora pachyrhizi foi observado um aumento no nimero médio de lesbes e
uma reducdo do numero de esporos produzidos por urédia ao longo das semanas
(MELCHING et al.,, 1979). Com 27 dias ap6s a inoculagdo foram observadas
pustulas senescentes (MERCHETTI et al., 1975) permitindo inferir que a capacidade
de esporulacdo por urédias cai drasticamente com o tempo (MELCHING et al.,
1979). Um fator limitante para a capacidade de esporulacdo pode ser a reducdo da
capacidade fotossintética (MEHTA; ZADOKS, 1970). A esporulacdo demanda alto
efluxo de metabdlitos e energia das células hospedeiras, pois durante a esporulacéo
0 patégeno esta em intensa atividade metabdlica (BASSANEZI et al., 2002).

A capacidade de esporulacdo e consequentemente esporos produzidos por
pustulas permitiu identificar um padrdo de esporulacdo do patdgeno. Para
Phakopsora euvitis em ambas as espécies foi observado um padrdo semelhante ao
das ferrugens tropicais, sendo possivel inferir que a ferrugem da videira trata-se de

um patégeno de clima tropical. A Phakopsora pachyrhizi, assim como o Uromyces
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appendiculatus também apresentam um padrdo intermitente de esporulacao
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996). As curvas de esporos acumulados obtidas
para P. euvitis ndo se estabilizaram no fim do periodo infeccioso, como observado
para Puccinia hordei (TENG;CLOSE, 1978). Melching et al., (1988) sugerem que
para determinacdo da resisténcia seria mais eficiente determind-la por meio do
namero de esporos acumulados em vez de mensurar a capacidade de esporulagédo
por pustula.

A viabilidade dos esporos coletados de folhas velhas de V. labrusca
apresentou a maior porcentagem de germinacdo. Entretanto, a viabilidade dos
esporos pode ndo estar relacionada apenas a idade do tecido do hospedeiro, mas
também a idade da lesdo. Em Uromyces phaseoli os esporos coletados de pustulas
jovens em folhas novas apresentaram uma maior germinacdo quando comparado a
esporos de pustulas jovens presentes em folhas velhas, supondo que pustulas de
folnas mais velhas de feijoeiro apresentam compostos inibidores da germinacéo
(IMHOFF et al., 1981).

Vanderplank (1984) atribuiu alguns parametros epidemiol6gicos a resisténcia
horizontal, uma planta tem maior resisténcia quando a esporulacdo € menor, 0
periodo de laténcia é mais longo, o periodo infeccioso € mais curto ou quando
apresenta um menor numero de lesdes, mesmo quando 0 numero de esporos
inoculados em ambas as cultivares for igual (eficiéncia de doenca).

Os resultados que a espécie de videira V. labrusca e folhas mais velhas sao
mais suscetiveis a ferrugem. Em folhas velhas de V. vinifera a severidade esta
relacionada com o surgimento de novas lesdes enquanto que em V. labrusca a

severidade, provavelmente se deva ao crescimento das lesdes.

2.3.3. Comparacdo anatdmica e sintomatologica de ferrugem em Vitis

vinifera e Vitis labrusca

A espécie Vitis vinifera cv. Moscato Giallo apresentou poucos tricomas,
sendo dificlmente observados durante as andalises dos cortes transversais e
visualizacdo dos sintomas em estéreo-microscopio (Figura 12B) e em microscopia
eletrbnica de varredura (Figura 12C). A V. labrusca cv. Nidgara Rosada apresentou
alta densidade de tricomas de coloracdo esbranquicada, o que confere uma

coloragéo verde menos intensa na superficie abaxial das folhas (Figura 12F).



62




63

Figura 12. Sintomas de Phakopsora euvitis em videira Vitis spp. com 17DAI. Vitis vinifera cv. Moscato
Giallo (A-E). Detalhe para halo encharcado ao redor da lesédo (A). Imagem em estéreo-
microscopio, detalhe para o surgimento de nova pustula (B). Imagem em microscopia eletrdnica
de varredura, detalhe para o rompimento da epiderme na formacédo da nova pustula (C). Corte
transversal corado com azul de toluidina (D). Corte transversal em corante de fluorescéncia WGA
Alexafluor 488 (fluorescéncia em verde) e Calcofluor (fluorescéncia em azul). Fluorescéncia em
verde indica presenca do fungo limitada a regido da pustula (no interior do halo encharcado). No
halo encharcado ha espessamento das células pelo acimulo de celulose (E). Vitis labrusca cv.
Nidagara Rosada (F-J). Sintomas em videira cv. Nidgara Rosada (F). Imagem em estereoscopio,
intensidade de tricomas de coloracdo esbranquicada (G). Imagem em microscopia eletrénica de
varredura, intensidade de tricomas mesmo sobre a pustula (H). Corte transversal corado com azul
de toluidina (I). Corte transversal em corante de fluorescéncia WGA Alexafluor 488 (fluorescéncia
em verde) e Calcofluor (fluorescéncia em azul), o fungo (em verde) coloniza espacos
intercelulares (J).

Ap0s 17 dias da inoculagdo, em folhas de V. labrusca, a imagem realizada
em estéreo-microscopio mostrou uma grande massa de esporos sobre uma pustula
(Figura 12 F,G). Contudo, com a remocdo da massa de esporos foi possivel
identificar a presenca de duas urédias pela conformacéo das parafises (Figura 12H).
A formacgdo de um maior numero de urédias na V. labrusca cv. Nidgara Rosada,
também foi observada em microscopia eletrénica (Figura 12H) e em cortes
transversais (Figura 121,J).

Em V. vinifera, 10 dias ap6s a inoculagéo foi observado um halo encharcado
ao redor da leséo (Figura 12A). Por meio de cortes transversais foi observada uma
hipertrofia das células do mesofilo na regido do halo, que reduziram os espacos
intercelulares do parénquima lacunoso (Figura 12D). Na regido do halo também foi
observada um acumulo de substancias pécticas de natureza desconhecida
principalmente nos espacos intercelulares. Pela técnica de fluorescéncia foi
observado que o fungo (corado na cor verde) permaneceu restrito na regido do halo,
proxima a pustula. Nessa regido foi observada hipertrofia das células do mesofilo e
espessamento da parede celular que se deve ao acumulo de celulose (Figura 12E).
Em V. labrusca a coloniza¢éo do fungo ficou restrito as células da bainha do feixe.

A comparacao histopatolégica de Phakopsora euvitis entre as espécies de
videira avaliadas apresentaram diferencas estruturais como a densidade maior de
tricomas na espécie americana (KELLER, 2010). Entretanto, a grande intensidade
de tricomas observada em V. labrusca ndo funcionou como barreira estrutural pré-
formada na penetracdo da Phakopsora euvitis por estdmatos. Para Plasmopara
viticola, os tricomas funcionam como barreira pré-formadas. Os esporangios de P.
viticola se fixam em nos tricomas que contém substancias hidrofébicas os quais

reduzem o contato da agua com a epiderme, desfavorecendo o processo de
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infeccdo pelos zoosporos (KORTEKAMP; ZYPRIAN, 1999). No caso do mildio, as
videiras americanas apresentam maior resisténcia do que V. vinifera (KORTEKAMP,
ZYPRIAN, 1999; GESSLER et al., 2011).

Em V. vinifera ao redor da lesdo ocorreu a presenca de um halo com
aspecto encharcado, o qual ndo foi observado em V. labrusca. O halo encharcado
ao redor da pustula de ferrugem limitou a colonizagdo do fungo. Nessa regido
ocorreu hipertrofia de células do mesofilo, com acumulo de celulose na parede
celular que funciona como uma barreira restringindo a colonizacdo do fungo na
regido adjacente. Esse mecanismo de acumulo de celulose € caracterizado como
uma barreira estrutural pés-formada (PASCHOLATI, 2011) Na regido do halo, além
do acumulo de celulose também foi observado um maior acimulo de substancias
pécticas nos espacos intercelulares. As substancias pécticas sdo hidrofilicas que,
provavelmente, torna a regido com visual de aspecto encharcado. O acumulo de
substancias pécticas € chamado lanosidade e também foi verificado em frutos de
péssego submetidos a baixas temperaturas que apresentaram perda da suculéncia.
No péssego ha um afastamento das paredes celulares e dissolucdo da lamela
média, 0 que causa um aumento nos espacgos intercelulares e acumulo de
substancias pécticas (APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2004). Para Phakopsora
pachyrhizi foi verificado o aumento de tamanho nas células do mesofilo em cultivar
resistente (KEOGH et al., 1980). Os autores sugerem que ha um acumulo de fendis
nos espacos intercelulares entre as células da epiderme e do parénquima palicadico
préximo ao local da infeccdo. Nas duas espécies de videira foi observado grande
quantidade de fendis em folhas sintométicas e sadias, comum nesse género
(KELLER, 2010). Portanto, em V. vinifera, o acumulo de celulose, substancias
pécticas, hipertrofia de células e a reducdo dos espacos intercelulares do
parénquima palicadico na regido do halo encharcado restringiram a colonizagédo do
fungo as regides adjacentes a pustula.

Em V. labrusca nas células préximas a pustula houve um acumulo de amido
(NOGUEIRA JR, 2016). O amido acumulado ao redor da lesdo também foi
observado em outros fungos biotréficos, incluindo ferrugens como Puccinia poarum
(LONG et al., 1975; CHAKRAVORTY; SCOTT, 1982). Nessa espécie foi observado
um maior numero de urédias em uma mesma pustula, o que caracteriza lesbes de
maior diametro (PRIMIANO et al., 2016). Na ferrugem da soja foi observado um

crescimento do numero de urédias por lesdo ao longo do tempo (MELCHING et al.,
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1979). Marchetti et al. (1975) chamam o0s esporos originarios das novas urédias
como descendentes da primeira lesdo. Em ferrugens novas urédias originadas ao
redor de uma urédia proveniente da primeira infeccdo podem ser chamadas de
urédias satélites, o que caracterizam o crescimento da pustula primaria. Em
cultivares suscetiveis a Phakopsora pachyrhizi ocorre um maior nimero de urédias
por lesdo (BONDE et al., 2006). Em V. labrusca, em folhas com 17 DAI néo foi
observada hipertrofia de células, ocorrendo a restricdo da colonizacdo do fungo
pelos feixes vasculares. Fungos biotréficos muitas vezes apresentam restricdes na
producdo de enzimas que degradam a lignina (BELLINCAMPI et al., 2014), ficando
restritos pelos feixes vasculares. No caso da V. labrusca o crescimento da lesao
pode fazer com gque ocorram novos ciclos da doenca em um periodo de tempo mais

curto pela reducédo do periodo de laténcia (BERGER et al., 1997).

2.3.4. Comparacao da resposta fotossintética de folhas de Vitis vinifera e

Vitis labrusca com ferrugem

As analises de taxa fotossintética, condutancia estomatica e eficiéncia do
fotossistema Il foram realizadas em folhas das espécies Vitis vinifera cv. Moscato
Giallo e V. labrusca cv. Nidgara Rosada, inoculadas com diferentes concentracdes
de urediniosporos de Phakopsora euvitis em duas repeticbes realizadas em
22/08/2016 e em 05/10/2016. A viabilidade dos esporos foi de 39 % na primeira
repeticdo e 30,16 % na segunda repeticdo. Os valores obtidos da taxa fotossintética
e da eficiéncia do fotossistema Il em fungdo da severidade da doenca foram
ajustados ao modelo exponencial negativo Y=a*exp(-b*x), em que Y € a taxa
fotossintética ou eficiéncia do fotossistema Il, a € a taxa fotossintética ou eficiéncia
do fotossistema Il para valores de severidade igual a zero, b é a inclinacdo do
gradiente e x a severidade da ferrugem (Figura 13). Os dados de condutancia
estomatica em funcdo da severidade de ferrugem ndo se ajustaram ao modelo,
portanto, em ambas as espécies, a ferrugem independentemente da severidade néo
interferiu na condutancia estomatica (gs).

Com o aumento da severidade da doenca houve uma reducéo da taxa
fotossintética e da eficiéncia do fotossistema Il (Figura 13). Para a taxa fotossintética
em funcao da severidade da doenca o parametro a foi significativo e o gradiente (b)

nao foi significativo entre as espécies de videira (Figura 13a). Portanto, pelo ajuste



66

do modelo, a taxa fotossintética em folhas assintomaticas de V. labrusca foi maior do
gue em folhas de V. vinifera e 0 aumento dos sintomas (severidade da ferrugem)
apresentou o mesmo efeito negativo entre as espécies de videira. Para eficiéncia do
fotossistema Il em funcéo da severidade da doenca, os parametros obtidos pelo
modelo foram semelhantes entre as espécies de videira (Figura 13 c). A eficiéncia
instantanea de carboxilagéo aparente (k) foi calculada por meio dos valores da taxa
fotossintética (A) sobre os valores de concentracédo interna de CO; (Ci) (Figura 13d).
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Figura 13. Resposta fotossintética de Vitis vinifera cv. Moscato Giallo (e) e V. labrusca cv. Nidgara
Rosada (o) inoculadas com ferrugem da videira (Phakopsora euvitis). Os valores de taxa
fotossintética (A) (a), condutancia estomatica (gs) (b), eficiéncia do fotossistema Il (PhiPSlII) (c) e
eficiéncia instantanea de carboxilacéo aparente (k) (d) em funcdo da severidade foram ajustadas
ao modelo exponencial negativo (Y=a*exp(-b*x), a linha cheia representa o modelo para V.

vinifera e a linha tracejada para V. labrusca. Os valores sdo de ambas as repeticbes do
experimento.
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A reducdo da fotossintese em folhas infectadas pode ser consequéncia de
varios fatores, como o fechamento estomético devido a acdo do patdégeno e a
reacdo do hospedeiro (RAVEN et al.,, 1992), menor eficiéncia fotoquimica pela
diminuicdo da captura de energia luminosa e transporte de elétrons do fotossistema
Il para o fotossistema | na producdo de ATP (RIBEIRO, 2002) e no processos
bioguimicos com a reducdo na atividade de algumas enzimas no ciclo de Calvin
(RAVEN et al., 1992).

Mesmo sendo no processo de infeccdo de Phakopsora euvitis formados
apressorios sobre as células guardas dos estomatos (PRIMIANO et al., 2016) e a
penetracdo de hifas ocorrer via estomatos (LEU, 1988), as lesbes que ocorreram
sobre esses tecidos, pelos resultados obtidos, ndo afetaram a condutancia
estomatica (Figura 13 b). Uma explicacdo para esse resultado pode estar
relacionado a densidade de estdématos em folhas de videira, a &rea avaliada para a
condutancia estomatica pelo IRGA (2 cm?) e a severidade da doenca. Informacdes
da literatura mostram que a densidade estomatica de V. labrusca € superior a 300
estdmatos mm™ (KELLER, 2010) sendo 4,6x superior ao nimero de urediniésporos
viaveis inoculados a concentracdo maxima. Para V. vinifera a densidade estomatica
é inferior a 250 estdématos mm™ (KELLER, 2010) sendo 3,8x superior ao nimero de
urediniésporos viaveis inoculados a concentragdo maxima. Dessa forma, o nimero
de sitios de infec¢do disponiveis € muito maior do que o numero de uredinidésporos
gue poderiam estar obstruindo o estdmato e interferindo negativamente na
condutancia estomatica em ambas as espécies.

Portanto, os resultados sugerem que a reducdo na taxa fotossintética de
ambas as espécies de videira esteja relacionada a menor eficiéncia do fotossistema
Il. Quedas na eficiéncia do fotossintema Il interferem no transporte aparente de
elétrons para o fotossistema | (ETR) e consequentemente podem afetar a
regeneracao da ribulose 1,5-bifosfato (RuBP) no Ciclo de Calvin (RAVEN et al.,
1992), interferindo tanto na fotoquimica quanto na bioquimica do processo
fotossintético.

A ferrugem da videira, mesmo em severidades baixas de 10 e 18% para V.
vinifera e V. labrusca, respectivamente, reduziu a taxa fotossintética a menos de 5
pumol CO, m?s™, o que se assemelha a folhas em senescéncia de videira V. vinifera
cv. White Riesling, avaliadas apos a colheita dos frutos (SCHULTZ et al., 1996) e

folhas de V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon com sintomas dos virus Rupestris stem
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pitting-associated virus e Grapevine leafroll-associated virus 2 (BASSO et al., 2010).
Esse resultado pode estar diretamente relacionado a queda precoce de folhas de
videiras com ferrugem no fim do ciclo da cultura, o que pode interferir no acimulo de
amido no sistema radicular. Nogueira Jr. (2016) observou, em condicdes
controladas, desfolha de V. labrusca cv. Niagara Rosada com o decréscimo da area
foliar linearmente em funcdo do aumento da severidade de ferrugem. O mesmo
autor observou taxa fotossintética de 5 pmol CO, m? s™ para severidade de 20%,
corroborando com os resultados desse trabalho.

Os dados de eficiéncia instantanea de carboxilacdo aparente (k) em funcéo
da severidade de ferrugem da videira foram ajustados ao modelo exponencial
negativo mostrando que ocorre reducdo da eficiéncia conforme o aumento da
severidade. O mesmo padrdo padrdo de eficiéncia da carboxilacdo apresentando
correlacdo negativa com a severidade foi observado para oidio da videira (NAIL;
HOWELL, 2004).

Quando se avalia severidade de doenca, sdo consideradas as areas
lesionadas do tecido do hospedeiro, entretanto, os danos no aparato fotossintético
podem ocorrer mesmo antes da expressdo dos sintomas ou mesmo em regides
assintomaticas adjacentes as lesdes, 0 que sdo denominadas lesdes virtuais
(BASTIAANS, 1991). A influéncia na fotossintese da regido ao redor da lesdo, a
partir da taxa fotossintética relativa, condutancia estomatica e transporte aparente de
elétrons relativo (Px/Po) foram medidas pelo calculo de B para cada uma das
espécies. Valores de 3>1 para o parametro de assimilacdo da fotossintese indicaram
a presenca de lesdo virtual em ambas as espécies. A V. vinifera apresentou um
valor de B = 7,38 e a V. labrusca de B = 6,05, ndo sendo observada diferenca entre
as especies.

Diferente do resultado da conduténcia estomatica em funcéo da severidade
de ferrugem (Figura 13b), que n&o apresentou nenhum padréo e consequentemente
ndo pode ser relacionado a reducdo da taxa fotossintética em funcdo da severidade
da doenca (Figura 13a), a reducdo da taxa fotossintética na lesdo virtual pode estar
ligada a alteragbes na condutancia estomatica (Figura 14 c,d). Para V. vinifera foi
obtido um valor de B= 3,8 e para V. labrusca B= 2,31. Além da condutancia
estomatica as alteracdes causadas pela leséo virtual também foram observadas na

fotoquimica do processo fotossintético. Os valores de  para o transporte aparente
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de elétrons relativo foi B= 2,25 para V. vinifera e 8= 1,69 para V. labrusca (Figura 14

e,f), os quais nao diferiram entre si.
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Figura 14. Taxa relativa de fotossintese liquida (Px/Po) (a,b), taxa relativa de condutancia estomatica
(Px/Po) (c,d) e taxa relativa de transporte aparente de elétrons (Px/Po) (e,f) em funcdo da
severidade de ferrugem da videira (Phakopsora euvitis) em folhas de Vitis vinifera cv. Moscato
Giallo (a,c,e) e Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada (b,d,f). Os dados foram ajustados a equagéo
Px/Po=(1-sev)B (BASTIAANS, 1991) (a-f). Simbolo (e), representa valores da primeira repeticao e
(o) valores da segunda repeticao.
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Com relacdo a taxa fotossintética relativa, para V. vinifera foi encontrada
uma area de leséo virtual 7x maior do que da area lesionada. Para V. labrusca o
valor encontrado foi de 6x maior, corroborando com os dados observados por
Nogueira Jr. (2016) para o mesmo patossistema. Diferentemente de outras
ferrugens, como a ferrugem do feijoeiro (Uromyces appendiculatus), em que o valor
de B= 2,17 (BASSANEZI et al.; 2001), a ferrugem da videira apresentou valores
altos. Para outras doencas da videira, os valores de B também se mostram baixos.
Em Vitis vinifera cv. Sangiovese para mildio da videira (Plasmopara viticola) foi
estimado um valor de 8= 2,7 e para oidio da videira (Uncinula necator) de B= 4,6
(MORIONDO et al.; 2005). Para outros patossistemas como a Pyricularia oryzae —
arroz (BASTIAANS, 1991), foi observado um valor de 8 >3.

Os valores reais de condutancia estdbmatica das plantas avaliadas indicaram
que ndo ocorreu interferéncia do patdégeno nos estdbmatos. Entretanto, valores de
condutancia estomética relativa mostraram pequeno efeito da lesédo virtual, o que
indica que regides ao redor da pustula pode ter o mecanismo de abertura e
fechamento dos estbmatos alterados pelo patdégeno. Alteracbes na condutancia
estomatica como efeito da lesdo virtual também sdo observadas para oidio da
videira (Uncinula necator) em Vitis vinifera cv. Sangiovese, com valor de 8= 4,6
(MORIONDO et al.; 2005).

Danos no aparato fotossintético podem estar ligados a dificuldades na
difusdo do CO, e alteracdes nos processos fotoquimicos. Alteracdes na fotoquimica
podem ser identificadas pela reducdo da eficiéncia do fotossistema Il e transporte
aparente de elétrons (ETR), sendo responsaveis na producdo de ATP e NADPH
(MORIONDO et al.; 2005). A ferrugem da videira interferiu no processo fotoquimico,
afetando a eficiéncia do fotossistema Il e o transporte de elétrons do fotossistema Il
para o |, em ambas as espécies. Doencas interferindo no processo fotoquimico
também foram verificadas para os patossistemas oidio (Uncinula necator) — V.
vinifera e mildio (Plasmopara viticola) - V. vinifera (MORIONDO et al.; 2005).

O efeito da doenga no processo fotoquimico também foi observado para o
patossistema Puccinia triticina — trigo. Nesse patossistema danos no processo
fotossintético sdo causados pela reducao da condutancia estomatica e pela reducéo
da ETR (CARRETERO et al., 2011). Para ferrugem asiatica da soja, foi constatada
observada uma reducgéo no ETR, indicando que o dano causado por esse patdgeno

ocorre no processo fotoquimico (KUMUDINI et al., 2008).
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Portanto, a ferrugem da videira afetou negativamente a fotossintese com o
aumento da severidade da doenca, de maneira similar em ambas as espécies de
videira. A V. labrusca apresentou maior taxa fotossintética em relagéo a V. vinifera,
em folhas assintomaticas, entretanto, o gradiente foi similar demonstrando que
ambas as espécies apresentaram o mesmo padrdo de reducdo da fotossintese com
0 aumento da severidade da doenca. Com os resultados dos dados reais pode-se
observar que a doenca afetou diretamente o processo fotoquimico de maneira
similar em ambas as espécies. Também, em ambas as espécies foram observadas a
presenca de lesédo virtual muito superior ao relatado com outros patossistemas
relacionados a videira e a ferrugens, as quais contribuiram para a reducdo na taxa

fotossintética em severidades baixas de ferrugem.

2.3.5. Presenca de espécies reativas de oxigénio em folhas de Vitis
vinifera e Vitis labrusca inoculadas com Phakopsora euvitis

Para constatacdo da presenca de espécies reativas de oxigénio, folhas de
ambas as espécies foram inoculadas com 10* urediniésporos mL™, com viabilidade
de esporos de 37,5 % na primeira repeticdo e 35,5 % na segunda repeticdo. O
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi verificado com 1 DAI nas folhas
de ambas as espécies (Figura 15, 16, 17). A area e o didmetro da regido com
acumulo de ROS foram similares para ambas as espécies até o 7 DAI (Figura 15).
Com o aparecimento das lesdes aos 7 DAI ocorreu um aumento acentuado do
didmetro e area com acumulo de ROS, sendo visualizado até o 13 DAI (Figura 15).
Aos 10 DAI, para V. vinifera, na regido do halo encharcado, como o reagente DAB

foi possivel verificar um maior acimulo de H,O, ao redor da pustula.
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Figura 15. Valores médios (em simbolos) e erro padrdo (em barras) para diametro médio (a, b) e
area (c,d) da regido que apresentou coloracdo marrom para reagente DAB (3,3-
diaminobenzidina) 0,1% para indugcdo de peréxido (H,O,)(a,c) e coloracdo azul para reagente
NBT (nitroblue tetrazolium) 0,1% para indu¢do de superdxido (O,) (b,d). Simbolos cheios
representam valores para Vitis vinifera cv. Moscato Giallo. Simbolos vazios representam valores
para Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada.
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Figura 16. A. Folhas tratadas com DAB (3,3-diaminobenzidina) 0,1% para inducdo de peréxido
(H»0,). AB,E,G,I,K. Vitis vinifera cv. Moscato Giallo. C,D,F,H,J,L. Vitis labrusca cv. Niagara
Rosada. A-D.1DAI (B,D. Detalhes: penetragdo pelo estdmato). E,F. 3DAI. G,H. 7DAI. 1,J. 10DAI.
K,L. 13DAIl. Os esporos apresentam coloragdo marrom - amarelado.
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Figura 17. Folhas tratadas com NBT (nitroblue tetrazolium) 0,1% para inducé@o de superoxido (O5).
A,C,E,G,l. Vitis vinifera cv. Moscato Giallo. B,D,F,H,J. Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada. A,B.
1DAI. C, didmetro 13 DAI. D. 3DAI. E,F. 7DAI. G,H. 10DAI. I,J. 13DAI. Detalhe: discos foliares
com dois centimetros de didmetro. Os esporos apresentam coloragao violeta.
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Em V. vinifera e V. labrusca inoculadas com Phakopsora euvitis foi
observada presenca tanto de peroxido como de superéxido com 1 DAL Com o
surgimento das lesdes aos 7 DAI foi observado que as pustulas reagiram
apresentando coloracdo amarronzada para DAB e azul para NBT, sem acumulo de
ROS ao redor da pustula. Aos 10 e 13 DAI foi observado um halo de coloragéo
amarronzada tanto para o reagente DAB como para o reagente NBT, o que pode
estar indicando morte celular do tecido ao redor da pustula. Morte celular do tecido
ao redor da lesédo também foi verificada em Plasmopara viticola utilizando o reagente
nitroblue tetrazolium (NBT) (KORTEKAMP; ZYPRIAN, 2003). Com 10 DAI o fungo ja
tinha colonizado os tecidos adjacentes a pustula, portanto outros mecanismos de
defesa da planta estavam envolvidos, como o observado para V. vinifera, em que
houve acumulo de celulose e de substancias pécticas aos 15 DAI.

Em Vitis spp. resistentes a Plasmopara viticola foi observado o acumulo de
anions de superoéxido de 4 a 6 horas apoés inoculacao (HAI) e posteriormente houve
resposta de hipersensibilidade 6 a 8 HAI quando as células apresentaram uma
coloracdo marrom. Com 10 a 12 HAI foi observado aumento da atividade da
peroxidase e entre 15 HAI foi observado acumulo de compostos fendlicos
(KORTEKAMP; ZYPRIAN, 2003). Dessa forma para Plasmopara viticola, em
cultivares resistentes é observada resposta de hipersensibilidade, ao passo que em
cultivares suscetiveis aos 1 DAI ndo foi observada nenhuma reacédo e aos 2 DAI foi
observada necrose no tecido devido a colonizacdo do oomiceto (KORTEKAMP,
2006).

Portanto, além dos mecanismos de defesa fisica como acumulo de celulose
na parede celular, também foi verificada a presenca de espécies reativas de
oxigénio. A producdo de peroxidos de hidrogénio e de anions de superoxido pode
ser sinalizada por diferentes compostos, como 0os mondémeros provenientes da
qguebra da parede celular por fragmentos de célula: celulose, hemicelulose, pectina e
lignina; horménios e enzimas como a celulase, hemicelulase, pectinase, além da

peroxidase geralmente produzida pela planta.
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2.4. Consideracdes Finais

Para a comparacdo de doencas entre as espécies, 0 conhecimento dos
fatores que influenciam na eficiéncia de doenca € fundamental para estimar o curso
da epidemia. Com informacdes sobre temperatura e periodo de molhamento foliar
favoraveis a formacdo de lesdes somadas a outros componentes epidemiol6gicos
como periodo de laténcia, periodo infeccioso, capacidade de esporulacdo e
viabilidade dos esporos produzidos € possivel desenvolver modelos para estimar a
severidade de doenca no campo (TENG, 1985).

Em Vitis labrusca, o periodo de molhamento foliar e a temperatura, no
periodo de infeccdo, assim como a concentragdo de indculo influenciam na
eficiéncia da doenca e consequentemente na severidade da ferrugem da videira. A
eficiéncia de doenca diminui quanto ocorre restricdo pelo niumero de sitios de
infeccdo disponiveis.

A maioria dos componentes epidemiolégicos avaliados mostrou que a Vitis
labrusca foi mais suscetivel a ferrugem do que a V. vinifera. Em V. labrusca foi
observado maior severidade da doenca durante o periodo infeccioso. Tanto em V.
labrusca quanto em V. vinifera as folhas mais velhas em comparacdo com folhas
mais novas apresentaram maior severidade da doenca e maior capacidade de
esporulacdo. Esse resultado condiz com o comportamento da doenca no campo, a
qual é importante apds a colheita dos frutos (AMORIM et al., 2016).

O padrao intermitente de esporulacdo observado para a ferrugem da videira
em ambas as espécies ocorre em patossistemas de regibes de clima tropical
(BERGAMIN FILHO, AMORIM, 1996). A doenca ja foi relatada em regides tropicais
da América do Sul, sul dos Estados Unidos, oeste da Russia, Japao e outros paises
do Sul da Asia (CABI, Crop Protection Compendium, 2015).

Em V. vinifera o sintoma da doenca se diferencia da V. labrusca pela
presenca de um halo encharcado ao redor da lesdo. Nesse halo foi verificado
acumulo de substancias pécticas, que por serem hidrofilicas, caracterizam o seu
aspecto encharcado, além do acumulo de celulose na parece celular, o que
restringiu a colonizagéo do fungo nessa regido. Em V. labrusca foi observado maior
namero de urédias por pustula, o que pode caracterizar 0 maior crescimento da
lesdo devido ao surgimento de urédias satélites oriundas da primeira infecgéo.

Outros mecanismos de defesa do hospedeiro também foram observados no inicio do
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processo de infec¢do, como a produgéo e acumulo de espécies reativas de oxigénio
nos sitios de infeccdo. Em ambas as espécies foram observadas presenca de ROS
logo no primeiro dia apds a inoculacéo.

Nas espécies de videiras, a doenca interferiu na fotossintese causando
danos no processo fotoquimico, devido a reducao da eficiéncia do fotossistema Il e
consequentemente do transporte aparente de elétrons. Verificou-se também o efeito
da leséo virtual afetando a condutancia estomatica e o processo fotoquimico.

InformagOes sobre a Phakopsora euvitis em Vitis vinifera e Vitis labrusca
obtidas no presente trabalho sédo importante para compreensdo do desenvolvimento
da doenca. O conhecimento das condi¢des climaticas favoraveis a formacao dos
sintomas e a epidemiologia da doenca sdo importantes no entendimento do
progresso da doenca e, posteriormente, na definicdo do melhor manejo da doenca

no campo.
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3. CONCLUSOES

O periodo de molhamento foliar e a temperatura no processo de infecgao,
assim como a concentracdo de inoculo de Phakopsora euvitis influenciam na
eficiéncia de doenca e consequentemente na severidade de ferrugem em Vitis
labrusca.

Ao longo do periodo infeccioso, a Vitis labrusca cv. Niagara Rosada
apresenta maior severidade de ferrugem da videira que V. vinifera cv. Moscato
Giallo.

O periodo de laténcia e periodo infeccioso da ferrugem da videira séo
similares em Vitis labrusca cv. Nidgara Rosada e V. vinifera cv. Moscato Giallo.

Folhas mais velhas (com 60 dias ap0s a brotacdo) sdo mais suscetiveis a
ferrugem da videira que folhas mais jovens (34 e 24 dias ap0s a brotacéo). As folhas
mais velhas tem maior capacidade de esporulacéo.

Em folhas de V. vinifera cv. Moscato Giallo ha a presenca de um halo
encharcado ao redor da lesdo. Nessa regido ha acumulo de substancias pécticas e
celulose que funcionam como mecanismos de defesa do hospedeiro para a
ferrugem da videira.

Em folhas de V. labrusca cv. Niagara Rosada sdo observadas urédias
satélites oriundas da primeira infeccao que caracterizam o crescimento da pustula.

A ferrugem da videira causa danos no processo fotoquimico, pela reducéo
do transporte aparente de elétrons.

Em folhas de V. vinifera cv. Moscato Giallo assim como de V. labrusca cv.
Nidgara Rosada a ferrugem da videira reduz a fotossintese tanto na regido da lesdo
guanto na regido assintomatica ao redor da pustula.

Em folhas de V. vinifera cv. Moscato Giallo assim como de V. labrusca cv.
Nidgara Rosada ha a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS), verificadas

horas apds a infec¢éo por Phakopsora euvitis.
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ANEXOS

Figura 18. Cortes transversais de folhas sadias de Vitis vinifera (A,C,E) e Vitis labrusca (B,D,F).
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Figura 19. Simbolos representam os valores médios para folhas sadias e inoculadas a concentracéao
de 10% 10° 10% e 10° urediniosporos mli* do experimento 1 sobre trocas gasosas para:
severidade da doenca (em proporcéo) (a,b), taxa de assimilacdo de CO, (A) (c,d), conduténcia
estomatica (gs) (e,f), concentracdo interna de CO, (Ci) (g,h) e Eficiéncia do fotossintema Il

(PhiPSIl) (i,j) para Vitis vinifera cv. Moscato (a,c,e,g,i) e Vitis labrusca cv. Niagara Rosada
(b,d,f,h,j). A inoculacéo foi realizada no dia 22/08/2016.
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Figura 20. Simbolos representam os valores médios para folhas sadias e inoculadas a concentracéo
de 10% 10° 10% e 10° uredinidsporos ml* do experimento 2 sobre trocas gasosas para:
severidade da doencga (em propor¢éo) (a,b), taxa de assimilacdo de CO, (A) (c,d), conduténcia
estomética (gs) (e,f), concentracdo interna de CO, (Ci) (g,h) e Eficiéncia do fotossintema Il
(PhiPSIl) (i,j)) para Vitis vinifera cv. Moscato (a,c,e,g,i) e Vitis labrusca cv. Niagara Rosada
(b,d,f,h,j). (Nesse experimento a primeira medicdo foi realizada no dia anterior a inoculagéo). A
inoculacao foi realizada no dia 05/10/2016.





