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RESUMO

Efeito da temperatura do ar na interacdo Neophysopella tropicalis e videiras cv. Niagara

Rosada e cv. Cabernet Sauvignon

O Brasil € o décimo quarto maior produtor de uva do mundo, e produziu
aproximadamente 1.5 milhdes de toneladas em 2020. O Rio Grande do Sul é o
maior produtor do Pais e tem 20% de sua area plantada de viniferas, com a videira
Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon, e o Estado de S&o Paulo segue como o
terceiro maior produtor, tendo sua area plantada predominada pela videira V.
labrusca cv. Niagara Rosada. Um grande obstaculo que os produtores da regido
enfretam € a ferrugem da videira, causada por Neophysopella tropicalis. As
alteracOes climaticas indicaram o aumento tanto da temperatura global como da
concentracdo de gases do efeito estufa na atmosfera e provocaram um novo alerta
na agricultura. Neste contexto, surge a necessidade de se entender as implicagdes
dessas mudancas no patossistema videira-N. tropicalis. Desse modo, 0s objetivos
deste trabalho foram: a) caracterizar a atividade fotossintética de videiras cv.
Niagara Rosada e cv. Cabernet Sauvignon sadias ndo inoculadas e inoculadas com
N. tropicalis sob diferentes temperaturas e b) caracterizar o monociclo de N.
tropicalis em cv. Niagara Rosada e cv. Cabernet Sauvignon sob diferentes
temperaturas. Para tanto, foram realizados experimentos in vitro e in vivo em uma
faixa de temperatura de 15 a 35 °C, para analise do processo de pré-penetracdo do
patdgeno e, experimentos in vivo a 20, 25 e 30 °C para caracteriza¢do do monociclo
desta ferrugem e das trocas gasosas e respostas do hospedeiro, com as variacGes de
temperatura. Os experimentos foram realizados em cv. Niagara Rosada e cv.
Cabernet Sauvignon. As taxas de germinacao de urediniésporos de N. tropicalis in
vitro foram muito menores do que as observadas in vivo, independentemente da
temperatura e, ndo houve germinacdo a 35 °C. As analises epidemioldgicas e
histopatoldgicas apontaram que a faixa de temperatura O6tima para o
desenvolvimento do patdgeno é entre 20 e 30 °C, sendo a severidade final a 30 °C
tdo elevada quanto nas demais temperaturas, mesmo que 0 hospedeiro apresente
mecanismos de defesa contra o patdgeno nesta temperatura. A presenca do
patdgeno reduziu a assimilagdo de COz a 25 e a 30 °C e essa reducdo seguiu um
modelo exponencial negativo em funcéo da severidade da doenca. Na temperatura
de 30 °C houve queda brusca na eficiéncia do uso da &gua, principalmente na cv.
Niagara Rosada. Dessa forma, mesmo a temperatura de 30 °C ndo sendo a ideal
para o desenvolvimento do patégeno, a combinacdo de estresses abiotico e bidtico
se mostrou tdo prejudicial quanto a ocorréncia de um estresse isolado.

Palavras-chave: Ferrugem, Estresse, Abidtico, Bidtico, Trocas gasosas, Monociclo
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Effect of air temperature on the interaction of Neophysopella tropicalis and cv. Niagara

ABSTRACT

Rosada and cv. Cabernet Sauvignon vines

Brazil is the fourteenth largest grape producer in the world, and produced
approximately 1.5 million tons in 2020. Rio Grande do Sul is the largest producer
in the country and has 20% of its area planted with vines with Vitis vinifera cv.
Cabernet Sauvignon, and the State of S&o Paulo remains as the third largest
producer, with its planted area predominated by the V. labrusca cv. Niagara Rosada.
A major obstacle that growers in the region face is the Grapevine rust, caused by
Neophysopella tropicalis. Climate change has indicated an increase in both global
temperature and the concentration of greenhouse gases in the atmosphere and has
triggered a new alert in agriculture. In this context, there is a need to understand the
implications of these changes in the N. tropicalis-grapevine pathosystem. Thus, the
objectives of this work were: a) to characterize the photosynthetic activity of
grapevines cv. Niagara Rosada and cv. Cabernet Sauvignon healthy non inoculated
and inoculated with N. tropicalis at different temperatures and b) to characterize the
monocycle of N. tropicalis in cv. Niagara Rosada and cv. Cabernet Sauvignon
under different temperatures. Therefore, in vitro and in vivo experiments were
carried out in a temperature range of 15 to 35 ° C, for analysis of the pathogen's
pre-penetration process, and in vivo experiments at 20, 25 and 30 ° C to characterize
the monocycle of this rust, the gas exchanges and responses of the host, with the
variations of temperature. The experiments were carried out in cv. Niagara Rosada
and cv. Cabernet Sauvignon. Germination rates of N. tropicalis urediniospores in
vitro were much lower than those observed in vivo, regardless of temperature, and
there was no germination at 35 ° C. Epidemiological and histopathological analyzes
showed that the optimal temperature range for the development of the pathogen is
between 20 and 30 °C, with the final severity at 30 °C being as high as at other
temperatures, even if the host has defense mechanisms against the pathogen at this
temperature. The presence of the pathogen reduced the assimilation of CO- at 25
and 30 °C and this reduction followed a negative exponential model due to the
severity of the disease. At a temperature of 30 °C there was a sharp drop in the
efficiency of water use, especially in cv. Niagara Rosada. Thus, even though the
temperature of 30 °C is not ideal for the development of the pathogen, the
combination of abiotic and biotic stresses proved to be as harmful as the occurrence
of isolated stress.

Keywords: Rust, Stress, Abiotic, Biotic, Gas exchange, Monocycle
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1. INTRODUCAO

1.1. Viticultura
O surgimento da viticultura no Brasil ocorreu durante o periodo colonial, quando
Martim Afonso de Sousa, por volta do ano de 1531/32, trouxe as primeiras videiras a capitania
de S&o Vicente (Sousa, 1996). Devido as condicBes edafoclimaticas do local, os primeiros
viticultores partiram para o interior da capitania, atual Estado de So Paulo. No entanto, onde,
devido a expansao de culturas como cana-de-acucar, algodao e café, o plantio de videiras perdeu
importancia entre meados dos séculos XVIII e X1X. Ainda no século XIX, o decaimento da
producéo de café, associado a vinda de imigrantes italianos e o uso da videira americana (Vitis
labrusca L.) Isabel levou ao ressurgimento da viticultura no Estado (Sousa 1996). No século
XX a producdo se estendeu ao Rio Grande do Sul e ao Vale do Séo Francisco (Bahia e
Pernambuco), além de ser marcada pela descoberta da cultivar Niagara Rosada em S&o Paulo

(Silva et al. 2006) fatores responsaveis pela retomada de producao.
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Figura 1. Historico de producgdo brasileira de uvas (mil toneladas) no periodo 1961-2018.
FONTE: FAOSTAT 2020.

O Brasil se encontra hoje na 142 posi¢édo dentre os maiores produtores de uva do mundo
com uma producéo de 1.451.348 toneladas (FAOSTAT 2020). A maior produgéo se encontra
na Regido Sul, que é responsavel por 59%, seguida pela Regido Nordeste com 29% e Sudeste
com 12%. Em S&o Paulo destacam-se 0s municipios de Itapetininga, Campinas e Jales como
maiores produtores de uva de mesa rastica, uva fina e para a industria, respectivamente (IEA
2020). A uva de mesa é predominante em Sdo Paulo, que possui 89% de videiras da cultivar

Niagara Rosada, representando 50% da producdo (Oliveira et al. 2008).
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Figura 2. Producdo de uva (toneladas) em 2018 no mundo, estratificada por pais. Fonte:
FAOSTAT 2020.

Em decorréncia das condi¢des edafoclimaticas das areas produtoras de videira em Séo
Paulo, as doencas sdo frequentes e o seu controle é uma das maiores preocupacdes dos
produtores do Estado (Sdnego; Garrido; Gava 2005). O uso de fungicidas, tanto em uvas finas
quanto em uvas rusticas, € excessivo, com médias de 103 e 59 aplicagbes por safra,
respectivamente (Costa et al. 2012). A maior parte das aplicacdes de fungicidas destina-se ao

controle do mildio da videira, provocado por Plasmopara viticola.

1.2. Vitis labrusca cv. Niagara Rosada

Niagara Rosada foi detectada em 1933 a partir da mutacdo somatica espontanea da cv.
Niagara Branca em Louveira, S8o Paulo (Sousa 1969). Possui vigor médio e é bastante
produtiva, podendo variar de 1,7 a 3,3 kg por planta, dependendo de seu porta-enxerto (Terra
et al. 2003). Apresenta cachos médios, cilindricos e compactos, coloracdo rosada e polpa
mucilaginosa com grande quantidade de pruina. Além disso, a cultivar se destaca ao ser
comparada com outras cultivares, pois apresenta um custo de producédo relativamente baixo
(Detoni 2005), por nédo exigir tratos culturais muito sofisticados, como o raleio de cachos (Leao
2000).

Os sistemas de conducdo de videiras utilizam cultivos intensivos e poda severa,
objetivando aumentar o rendimento e a qualidade da producdo. O que diferencia os sistemas é
a orientacdo do parreiral, sendo principalmente em espaldeira (vertical), latada (horizontal) ou
em Y (Costa et al. 2012). O sistema tipo espaldeira com poda curta sempre foi 0 mais utilizado
para uvas de mesa, como Niagara Rosada, devido ao seu baixo custo (Pires & Martins 2003).
Entretanto, o sistema em Y ou manjedoura vem ganhando espaco, por apresentar maior

produtividade em relacdo ao espaldeira, obtendo-se valores 75% maiores de producdo (Pedro-
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Junior et al. 2011) e frutos com maior quantidade de pigmentos (Sanchez-Rodriguez et al.
2016).

O consumo per capita de uvas de mesa no Brasil passou de 2,77 kg em 2000 a 4,75 kg
em 2013 (FAOSTAT 2020). Por sua maior facilidade de produgdo em comparagéo com videiras
europeias e suas caracteristicas morfoldgicas, a cv. Niagara Rosada possui grande aceitacéo no
mercado interno e é a uva de mesa rustica mais produzida no Brasil e no Estado de Sdo Paulo
(Cato et al. 2005).

Dentre as doencas fungicas que geram prejuizos a producao da cv. Niagara Rosada estéo
o mildio (Plasmopara viticola), antracnose (Elsino¢é ampelina), podriddo da uva madura
(Colletotrichum spp.) e a ferrugem asiatica (Neophysopella tropicalis) (Amorim et al. 2016).
Quanto a ferrugem asiatica, a cv. Niagara Rosada, quando comparada a outras quatorze
cultivares apresentou maior valor de frequéncia de infeccdo, nimero de uredinidsporos por

pUstula e didmetro de pustula, sendo classificada como susceptivel (Angelotti et al. 2008).

1.3. Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon

A cultivar Cabernet Sauvignon € originaria de Bordeaux, Franca; possui importancia
mundial pela qualidade dos vinhos que origina, estando altamente difundida na maior parte dos
paises vitivinicolas. Possui alto vigor e produtividade média, apresenta cachos médios, soltos a
medianamente compactos, baga preta, pequena e esférica. Diferentemente da Niagara Rosada,
sua expansdo pelo territorio brasileiro ndo foi tdo rapida, e apesar de ter sido introduzida em
1921 no Pais, somente depois de 1980 teve sua producdo expandida, se difundindo pela Regido
Sul (Rizzon & Miele 2002).

Sua producéo é realizada tanto em sistema de condugcdo tipo latada (Santos et al. 2007)
como espaldeira (Pedro-Junior et al. 2014). Recentemente, com a introducdo do sistema de
sustentacdo em manjedoura ou Y, estudos tém sido feitos para se entender a viabilidade desse
sistema e se obter o melhor método de cultivo (Hernandes et al. 2013; Pedro-Janior et al. 2014).
A escolha do tipo de sistema interferiu positivamente na produtividade final e qualidade dos
cachos de Cabernet Sauvignon (Pedro-Junior et al. 2014), em especial, o sistema tipo Y, sendo
importante ressaltar o alto custo dessa técnica (Hernandes et al. 2013).

A producdo mundial de vinho foi de 270.096 mil hectolitros em 2016 e o consumo per
capita no Brasil é de 2 L. Em 2019 o Brasil produziu 1.257 mil hectolitros, exportou 20 mil
hectolitros e importou 921 mil hectolitros (OIV 2020). Apesar de ndo ser a cultivar mais
plantada ou produzida no mundo, é a mais presente e marcante em todos 0s paises e vinicolas,

sendo reconhecida como “a rainha das uvas”.
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De maneira semelhante a cv. Niagara Rosada, a cv. Cabernet Sauvignon é considerada
susceptivel ao mildio (Plasmopara viticola), antracnose (Elsino¢ ampelina), podriddo da uva
madura (Colletotrichum spp.) e a ferrugem asiatica (Neophysopella tropicalis) (Amorim et al.
2016). A cv. européia Cabernet Sauvignon foi classificada como altamente susceptivel a

ferrugem asiatica, em uma escala de frequéncia de infeccdo (Hennessy et al. 2007).

1.4. Ferrugem da videira

Dentre as doencas que incidem com frequéncia em videiras na regido Sudeste do Pais
esta a ferrugem, causada pelo fungo Neophysopella tropicalis (syn: Phakopsora euvitis; Ono et
al. 2020; Santos et al. 2020) endémica no Estado de S&o Paulo. Como nos demais agentes
causais de ferrugens, N. tropicalis € um fungo basidiomiceto e parasita obrigatério, ou seja,
organismo que coloniza tecidos vivos do hospedeiro (Tessmann et al. 2003).

A disseminacdo da doencga pode ser realizada pelo vento, por material vegetativo
contendo o patégeno e pela translocacdo de pessoas com esporos no local de cultivo (S6nego;
Garrido; Gava 2005), mas o vento é, sem divida 0 mecanismo mais importante para a dispersao
dos urediniésporos. A infeccdo do patdgeno é favorecida em climas tropicais e subtropicais
com alta umidade. Os sintomas observados em videiras contaminadas sdo a presenca de
pUstulas amareladas, contendo vérias urédias com urediniosporos, na face abaxial das folhas, e
lesGes de tonalidade marrom e de tamanho e forma variados na face adaxial.

Um estudo recente mostrou que ha hipertrofia de células parenquimaticas no tecido
foliar adjacente as lesbes, com reducdo do espaco intercelular e, devido a esse
comprometimento dos tecidos, ha reducdo na taxa de assimilagdo de CO2 em folhas de Vitis
labrusca, quando infectadas com N. tropicalis (Nogueira Junior et al. 2017). Outro ponto
observado no mesmo trabalho foi a reducdo da disponibilidade de fotoassimilados, devido ao
distdrbio no metabolismo foliar, decorrente da degeneracéo de plastidios préximos ao haustério
do fungo. Além disso, a concentracdo de amido foi menor na regido da pustula, enquanto na
area adjacente, seu teor foi significativamente maior em relacdo aos tecidos de folhas sadias,
indicando um acumulo incomum dessa substancia. Esse comportamento ndo é esperado para
patdgenos biotroficos, o que torna N. tropicalis um fungo biotréfico com algumas
caracteristicas que se assemelham as de fungos necrotréficos (Nogueira Janior et al. 2017).
Além disso, a presenca do fungo pode levar a desfolha precoce (Rasera et al. 2019),
prejudicando o desenvolvimento dos galhos e ramos, o que afeta a producdo de substancias

essenciais ao amadurecimento do fruto, diminuindo ainda o acimulo de reservas pelo mesmo,
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causando perdas na producdo e comprometendo as proximas safras (Sénego; Garrido; Gava
2005; Angelotti et al. 2008; Nogueira-Junior et al. 2017).

Elevadas severidades da doenca ocorrem, com mais frequéncia, em folhas maduras
(Pearson & Goheen 1988). Como o patdgeno sobrevive apenas em tecidos vivos do hospedeiro,
arealizacdo de mais de uma safra por ano contribui para a persisténcia da doenca nas plantacdes,
pois garante ao fungo tecido suscetivel durante todo o ano (Sénego; Garrido; Gava 2005).

Em condicgdes favoraveis, o fungo penetra a folha via abertura estomatica ou pelas
juncoes das células epidérmicas, coloniza o espaco intercelular do mesofilo e a hifa de infeccao,
em algum ponto, forma a célula-mé&e haustorial, a qual entra em contato com a célula hospedeira
e origina o haustorio (Rasera et al. 2019), responsavel pela absor¢do de nutrientes, como
aminoéacidos e carboidratos (Mendgen et al. 2000; Mendgen e Hahn 2002; VVoegele et al. 2001)
que permitirdo a continuidade do processo de colonizagdo, com a formacéo de novas estruturas

e assim o surgimento de novos ciclos.

1.5. Efeito da temperatura em videiras

A videira tem seu desenvolvimento 6timo a 25 °C, resposta tipica de planta C3 (Atwell;
Kriedemann; Turnbull 1999; Greer & Weedon 2012). O aumento da temperatura em parreirais
eleva os processos de trocas gasosas nas plantas, como fotossintese e transpiracdo, mas reduz o
peso dos frutos (Martinez-Luscher et al. 2015). Se a elevacdo de temperatura for ainda maior
ha reducdo da fotossintese (Luo et al. 2011; Greer & Weedon 2012; 2013) e acumulo de
acucares soltveis (Greer & Weedon 2013). 1sso ocorre porque 0 aumento nas trocas gasosas
possui um custo: a reducdo na eficiéncia do uso da dgua (EUA) (Soar 2009).

A eficiéncia do uso da agua, relacdo entre a taxa de assimilacdo de CO: e taxa de
transpiracdo, geralmente é maior em condic¢des de déficit hidrico, sendo estratégia de defesa da
planta, que reduz sua transpira¢do em resposta a falta de &gua (Du et al. 2008). A elevacdo da
temperatura provoca aumento na transpiracdo (Greer & Weedon 2012) e assim, ha grande
reducdo na EUA.

Além de alteragcBes no metabolismo das videiras, Ben Salem-Fnayou e colaboradores
(2011) verificaram em folhas de Vitis vinifera cv. Razegui e cv. Italia Muscat, ap0s trés meses
em condicOes de estresse a 36 °C, que houve aumento na espessura da lamina foliar, reducgéo
na espessura da cuticula, alteracdo na sinuosidade das paredes das células epidérmicas e nos
cloroplastos. Os autores observaram que a presenca de plastoglobulos indicou o processo de

degradacéo dos cloroplastos e inicio da senescéncia foliar, como também ja foi relatado em
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Vitis labrusca cv. Niagara Rosada em condicéo de estresse bidtico (Rasera et al. 2019) e em
plantas de V. vinifera cv. Jingxiu ap6s 10 horas de estresse térmico (Zhang et al. 2005).

A elevacdo da temperatura provoca o fechamento estomatico, mecanismo que a planta
desenvolve para evitar a intensa transpiracédo e, por consequéncia, reduz a concentracdo de CO>
em seus tecidos (Dabrowska et al. 2007). A diminui¢do na fixa¢do de CO2 no ciclo de Calvin
em plantas nessas condicdes reduz a oxidacdo do NADPH, e o elétron da ferredoxina reduzida
que seria transferido para o NADP vai para 0 O2, formando espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Ahmad et al. 2008), que além de funcionarem como moléculas sinalizadoras de
estresse, em excesso, reagem com moléculas das plantas e podem causar morte celular (Barbosa
et al. 2014).

As EROs funcionam como uma mensagem de alerta, indicando a presenca de estresse
na planta, a qual protege oss cloroplastos, organelas responsaveis por seu metabolismo vital, a
fotossintese. Assim, existe uma sequéncia de mecanismos que a planta utiliza para evitar 0s
danos das EROs, para remover essas moléculas, ou ainda, para remediar os danos por elas
causados, resultado de um sistema de tolerancia a estresse abiotico (AST). Uma tentativa da
planta em evitar a formacdo de EROs consiste no processo de quenching nao-fotoquimico
(NPQ) que converte o excesso de elétrons em calor, sendo rapidamente induzido e reversivel,
podendo dissipar estd metade da luz interceptada em forma de calor (Endo et al. 2014). Quando
esse processo ndo é o suficiente e ha a formacdo de EROs, existem mecanismos de limpeza,
como a oxidacdo do acido ascorbico (vitamina C), que atua como forte antioxidante nao
enzimatico, ou seja, forte redutor, através do ascorbato com propriedade doadora de elétrons
reduz as espécies reativas em agua, ou ainda, o processo de catalase no Iimen nao dependente
de luz, que por meio de enzimas antioxidantes reduz as espécies reativas de oxigénio em agua
e oxigénio (Asada 2006).

Entretanto, quando o estresse oxidativo ndo é evitado ou eliminado, ele pode gerar danos
aos fotossistemas | e Il e por consequéncia ao cloroplasto. Assim, existem mecanismos de
reversao de danos, como a reparagdo dominio D1, subunidade do fotossistema Il que acumula
“estresse oxidativo” (Theis & Schroda 2016), ou a degradagdo do cloroplasto afetado por
peroxidacdo lipidica (Foyer et al. 1997), e por fim, caso ndo se obtenha sucesso com nenhum

desses mecanismos, ha a morte celular programada da célula (Dogra et al. 2017).

1.6. Efeito da temperatura em ferrugem
Como para todos os seres vivos a relacdo entre agentes causais de ferrugens e

temperatura segue uma funcéo quadratica, com temperaturas minimas abaixo das quais ndo ha
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desenvolvimento do patdgeno, temperaturas étimas, nas quais o desenvolvimento é méaximo e
temperaturas maximas, acima das quais também ndo ha desenvolvimento da doenca. Hemileia
vastatrix, agente causal da ferrugem do cafeeiro, apresenta bom desenvolvimento entre as
temperaturas de 15 a 30 °C e valores que ndo se encaixam nessa faixa afetam negativamente a
germinagdo e infecgdo do patdgeno (Nutman & Roberts 1963). Devido a essa caracteristica, 0
desenvolvimento de epidemias de ferrugem do cafeeiro ocorre no primeiro semestre de cada
ano com pico de severidade entre 0s meses de maio a julho, em Papua Nova Guiné (Brown et
al. 1995). No caso de Puccinia graminis f. sp. tritici, causador da ferrugem amarela do trigo,
que até recentemente s6 ocorria em regides mais frias, observou-se o surgimento de ragas mais
agressivas que possuem boa adaptacéo a temperaturas mais elevadas (Milus et al. 2008), o que
indica que novas ragas de patdgenos causadores de ferrugem podem se adaptar a temperaturas
mais altas e causar doencas ainda mais graves. Na interacdo ferrugem alaranjada (Puccinia
kuehnii) e cana-de-agucar, a temperatura de 25 °C, quando comparada a 18 °C é mais favoravel
ao desenvolvimento do patégeno, enquanto a resisténcia da planta a infeccdo pareceu ser
favorecida a 18 °C (Goméz 2013). Para Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem da
soja, temperaturas acima de 28,5 °C reduzem a germinacdo de seus esporos mesmo que as
demais condi¢des requeridas (umidade e luminosidade) sejam 6timas (Kochman 1979; Yang et
al. 1990) e, ainda, elevacdo da temperatura diurna para 37 °C pelo periodo de 1 hora, pode
atrasar ou até impedir totalmente seu desenvolvimento na cultura (Bonde et al. 2012). Para
Neophysopella tropicalis o intervalo de temperaturas de 20 a 25 °C foi considerado ideal para
sua germinacdo, sendo a mesma reduzida com o distanciamento dessa faixa de temperatura
(Naruzawa 2006; Alves 2015). Apesar da baixa proporcao de urediniésporos germinados a 30
°C, Alves (2015) observou um menor periodo de laténcia e alta severidade de ferrugem em

mudas de cv. Niagara Rosada.

1.7. Efeito combinado de estresses em plantas
Até recentemente, 0s estudos sobre estresses abidticos e bidticos em plantas sempre
tiveram como foco o efeito individual desses fatores a nivel molecular, bioquimico e fisiolégico
(Wang et al. 2003; Ferreira et al. 2007; Rodrigo et al. 2011; Furstenberg-Héagg et al. 2013;
Shanker et al. 2014), o que impede uma previsdo do que efetivamente ocorrera no campo, ja
que em cenarios reais ha sempre uma combinacgéo de fatores de estresse (Zhang & Sonnewald
2017) e as interacOes planta-patégeno envolvem dois organismos com comportamentos e

respostas diferentes. A exposicao das plantas a estresses abioticos pode alterar a sua resisténcia
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as doengas, por sua vez, as infecgdes por patdgenos podem reduzir ou intensificar as respostas
das plantas a estresses abidticos (Atkinson & Urwin 2012).

Em um estudo sobre a ferrugem da soja, causada por Phakopsora pachyrhizi, e a
aplicacdo de fungicidas em diferentes condi¢bes de disponibilidade hidrica e regime de
pluviosidade, foi possivel observar menor severidade e maior periodo de incubagdo em
condicOes de déficit hidrico, independentemente do regime de pluviosidade (Stefanello et al.
2016). Durante a safra de 2001/02 no Paraguai, a seca severa que acometeu as lavouras de soja,
juntamente com o uso de fungicidas, reduziu as perdas causadas pela ferrugem (Yorinori et al.
2005).

A partir do momento em que um microrganismo entra em contato com uma planta,
sendo sua hospedeira ou ndo, peptideos microbianos atuam como PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) ou MAMPS (microbe-associated molecular patterns) e peptideos do
hospedeiro atuam como DAMPs (damage-associated molecular patterns) (Choi & Kilessig
2016) que séo reconhecidos pelos receptores de padrdes da membrana plasmatica (PRRS) e sdo
traduzidos em ions de calcio e EROs (Wu et al. 2014; Gohre et al. 2012). Esses sinais recebidos
e traduzidos pela planta ddo inicio as respostas basicas de defesa, PTI (PAMP-triggered
immunity), que em casos de relacdo patdgeno e ndo-hospedeiro impede o ingresso da maioria
dos microrganismos na planta e encerra a interagéo (Gill; Lee; Mysore 2015). O PTI inclui o
fechamento estomatico (Melotto; Underwood; He 2008), a deposi¢do de calose em forma de
papilas reforcando a parede celular (Voigt 2014; Marques et al. 2016) e a alcalinizacdo
extracelular (Wu et al. 2014).

O mecanismo evolutivo das interacfes patdgeno-hospedeiro em uma relacdo compativel
segue um modelo zig-zag (Jones & Dangl 2006). De acordo com esse modelo, o patégeno, em
resposta a PTI, libera efetores que desencadeiam a suscetibilidade da planta (ETS), pois driblam
defesa do hospedeiro. A planta evolui e os individuos que possuem genes de reconhecimento
(R) reconhecem os efetores do patdgeno e restauram seu mecanismo de resisténcia ETI
(Imunidade desencadeada por efetores). Em termos evolutivos, ha uma batalha gene-a-gene na

qual suscetibilidade e a resisténcia se alternam (Jones & Dangl 2006).
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Figura 3. Um modelo em zigue-zague ilustra a producdo quantitativa do sistema imunoldgico
da planta. Nesse esquema, existem quatro fases. Na fase 1, as plantas detectam MAMPs e
PAMPs e respondem com PTI. Na fase 2, os patdgenos produzem efetores que interferem no
PTI, ou permitem sua nutricdo e dispersdo, resultando em suscetibilidade desencadeada por
efetor (ETS). Na fase 3, um efetor é reconhecido ativando a imunidade desencadeada por efetor
(ETI). Na fase 4, sdo selecionados isolados de patdgenos que podem ajudar a suprimir a ETI, e
assim a batalha segue até que um organismo sai vencedor. FONTE: Camargo 2016 modificado
de Jones & Dangl 2006.

Existe um antagonismo natural entre PT1 e AST. O primeiro funciona sendo estimulado
por EROs, enquanto o segundo funciona com o objetivo de evitar e eliminar EROs (Sowden et
al. 2017). Assim, a desativacdo das estratégias de gerenciamento de EROs vinculadas ao AST
promove a resisténcia a doencas por meio da geracdo de EROs.

Hormoénios vegetais ativam expressfes génicas que atuam em processos de
desenvolvimento de plantas, tolerancia a estresses abidticos e doencgas. Geralmente, o acido
salicilico (SA) atua contra patdgenos biotréficos, o &cido jasménico (JA) contra necrotréficos
(Bari & Jones 2009) e o acido abscisico (ABA) contra estresses abidticos (Lievens et al. 2017).
O patdgeno também atua nas vias de sintese desses fito-hormonios, com o objetivo de enganar
0 sistema de defesa da planta e ser bem-sucedido em seu desenvolvimento. Patdgenos
biotroficos estimulam a producéo de JA e necrotroficos estimulam SA (El Rahman et al. 2012),
que por possuirem vias de sintese antagdnicas permitem que o microrganismo avance. Além
disso, os patdgenos, independentemente de suas relagdes troficas com o hospedeiro podem
liberar efetores que induzem a codificacdo de enzimas que promovem a via de sintese de ABA,
que atua estimulando o AST em detrimento de PTI, resultando em susceptibilidade da planta
(Zabala et al. 2015).

Um exemplo bastante estudado é o caso do fungo Botrytis cinerea causador do mofo
cinzento, doenca que ataca mais de 200 espécies de plantas (Mbengue et al. 2016). B. cinerea

foi 0 segundo fungo encontrado que produz ABA como metabolito secundario, em um processo
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dependente de luz (Marumo et al. 1982). Em tomates mutantes (Solanum lycopersicum) que
possuem niveis reduzidos de ABA, ha uma rapida resposta hipersensivel da epiderme quando
em contato com o fungo necrotrofico B. cinerea, consistindo em um rapido acimulo de EROs
em celulas epidérmicas, seguido de fortalecimento da parede da celula, além do aumento na
permeabilidade da cuticula (Curvers et al. 2010). Simultaneamente a esse processo, ha uma fase
de 'manutencdo’ do metabolismo basico nas células do mesofilo ao redor do local da infeccéo,
controlando a extensédo da resposta de hipersensibilidade epidérmica de defesa e diminuindo a
senescéncia induzida pela infeccdo, caracteristicas que resultam em maior resisténcia quando
em comparacéo a plantas selvagens de tomate (Seifi et al. 2013).

A producéo de EROs, ions de calcio e fito-hormdnios, descritos como fundamentais nas
interacdes planta-estresse, € feita em grande parte pelo cloroplasto, que entdo se tornam os
maiores alvos dos patdgenos em busca por sobrevivéncia. Esses microrganismos podem alterar
todo o funcionamento do cloroplasto e sua homeostase, por meio de alteracdo na expressao
génica, por efetores e alteracdo na localizagdo de proteinas, podendo ainda causar seu acumulo

nestes plastideos (Sowden et al. 2017).

1.8. Objetivos
Verificar a interacdo entre os estresses abiotico (temperatura elevada) e biético (ferrugem
da videira) na severidade final de folhas maduras de Vitis labrusca L. cv. Niagara Rosada e V.

vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon.

Objetivos especificos

- Caracterizar o monociclo de Neophysopella tropicalis e atividade fotossintética de Vitis
labrusca cv. Niagara Rosada e de Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon em diferentes
temperaturas, visando entender o comportamento deste patégeno policiclico bem como a
fisiologia da planta;

- Analisar a estrutura e ultraestrutura das laminas foliares de Vitis labrusca cv. Niagara Rosada

e V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon sob estresse conjunto ou isolado.
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2. EFEITO DA TEMPERATURA NOS COMPONENTES MONOCICLICOS DA
FERRUGEM DE VIDEIRA EM CV. NIAGARA ROSADA E CV. CABERNET
SAUVIGNON

Resumo

A temperatura do ar é um dos fatores ambientais que possui grande impacto na relacdo
patégeno-hospedeiro, sendo quase todas as fases dos ciclos de doengas dependentes desse fator,
que pode tanto favorecer como desfavorecer a ocorréncia da doenga. A ferrugem da videira,
causada por Neophysopella tropicalis, é atualmente endémica no Brasil, no sentido de que esta
distribuida em todas as areas de producédo de uvas, e com grande importancia no Estado de Sdo
Paulo. A determinacdo de componentes monociclicos auxilia no entendimento do
comportamento de patdgenos policiclicos em diferentes situacdes e cenérios. Estudo recente
que avaliou alguns dos componentes monociclicos da ferrugem da videira apontou que a
germinagdo in vitro dos urediniésporos de N. tropicalis € baixa (20%) e a severidade da
ferrugem é muito elevada em videiras submetidas a 30 °C. A hipotese deste trabalho foi de que
a elevacdo da temperatura do ar, atuando como estresse térmico, afeta a interagdo videira-N.
tropicalis de tal maneira que a severidade final nas folhas seja maxima, mesmo que 0 ambiente
ndo seja o ideal para o desenvolvimento do patégeno. O objetivo do estudo foi caracterizar o
monociclo de N. tropicalis nas videiras cv. Niagara Rosada e cv. Cabernet Sauvignon sob
diferentes temperaturas para entender o comportamento deste patdgeno policiclico. As taxas de
germinacdo de urediniosporos de N. tropicalis in vitro foram muito menores do que as
observadas in vivo, independentemente da temperatura. Ndo houve germinacéo a 35 °C. As
analises epidemioldgicas e histopatoldgicas apontaram que a faixa de temperatura 6tima para o
desenvolvimento do patdgeno estéa entre 20 e 30 °C, sendo a severidade final a 30 °C tdo ou
mais elevada que nas demais temperaturas, confirmando a hipétese inicial.

Palavras-chave: germinacéo, laténcia, incubacéo, severidade, necrose, microscopia.

Abstract

The air temperature is one of the environmental factors that has a major impact on the host-
pathogen relationship, with almost all phases of disease cycles dependent on this factor, which
can both favor or disfavor the occurrence of the disease. Grapevine rust, caused by
Neophysopella tropicalis, is currently endemic in Brazil, in the sense that it is distributed in all
areas of grape production, and with great importance in the State of Sdo Paulo. Monocyclic
processes are usually investigated to better understand the behavior of polycyclic pathogens in
different situations and scenarios. A recent study that evaluated some of the monocyclic
components of grapevine rust indicated that the in vitro germination rate of N. tropicalis
urediniospores is low (20%) and the severity of rust is remarkably high in vines subjected to 30
° C. The hypothesis of this work was that the increase in air temperature, acting as thermal
stress, affects the interaction grapevine-N. tropicalis in such a way that the final disease severity
on the leaves is maximum, even if the environment is not ideal for the development of the
pathogen. The objective of the study was to characterize the monocycle of N. tropicalis in cv.
Niagara Rosada and cv. Cabernet Sauvignon under different temperatures to understand the
behavior of this polycyclic pathogen. The germination rates of N. tropicalis urediniospores in
vitro were much lower than those observed in vivo, regardless of temperature. There was no
germination at 35 °C. Epidemiological and histopathological analyzes showed that the optimal
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temperature range for the development of the pathogen is between 20 and 30 °C, with the final
severity at 30 °C being as much or higher than at other temperatures, confirming the initial
hypothesis.

Keywords: germination, latency, incubation, severity, necrosis, microscopy.

2.1. Introducéo

A viticultura brasileira teve inicio nas regides Sul e Sudeste do Brasil, ainda com a
chegada dos colonizadores portugueses (Sousa 2010), distribuindo-se para as demais regides
do Pais a partir da década de 1960 (Camargo; Tonietto e Hoffman 2011). Atualmente, a
producdo de uvas no Brasil é de 1.4 mi toneladas (FAOSTAT 2020), sendo o Estado de Séo
Paulo, o terceiro maior produtor brasileiro, com cerca de 10% da producao total (IBGE 2020).
A ocorréncia de doencas foliares é frequente nas areas produtoras de videira do Estado de Séo
Paulo e seu controle, baseado principalmente na aplicagdo de fungicidas, constitui a principal
preocupacdo dos produtores do Estado (S6nego; Garrido; Gava 2005). De acordo com a
ANVISA (2016), 70% de amostras analisadas de uva apresentaram-se insatisfatorias, com
residuos de agrotoxicos, e 30% desse total estavam acima do Limite Maximo de Residuos
(LMR). De modo geral, ha excessiva aplicacdo de fungicidas para o controle das doencas
foliares. Na regido de Jales, SP, foram realizadas, em média, 103 e 59 aplica¢des de fungicidas
em cultivares de V. vinifera e V. labrusca, respectivamente, a maioria para o controle do mildio
da videira (Costa et al. 2012).

A ferrugem asiatica da videira, causada por Neophysopella tropicalis ( = Phakopsora
euvitis), gera danos severos a producdo de videiras, principalmente em latitudes menores que
25 °S (Santos et al. 2020). Sua presenca pode levar a desfolha precoce, prejudicando o
desenvolvimento tanto da parte aérea quanto das raizes da videira, o que afeta a producédo de
substéncias essenciais ao amadurecimento do fruto, diminuindo ainda o acimulo de reservas
pelo mesmo, causando perdas na produgdo e comprometendo as proximas safras (Nogueira
Junior et al. 2017). A maioria das cultivares de V. vinifera e de V. labrusca, assim como de seus
hibridos interespecificos é suscetivel a ferrugem (Hennessy et al. 2007; Angelotti et al. 2008),
mas a ocorréncia da doenga no campo é mais frequente em cultivares de V. labrusca como
Niagara Rosada.

O intervalo 6timo de temperatura para a germinacao in vitro de N. tropicalis esta entre
20 e 25 °C, com baixa taxa de germinagdo dos urediniosporos a 30 °C (Alves 2015). Apesar da
baixa taxa de germinag&o, observou-se que o periodo de laténcia € menor e a severidade é maior

quando as plantas sdo incubadas a 30 °C do que nas temperaturas consideradas 6timas (Alves
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2015). Essa alta severidade ndo foi devida ao aumento no nimero de lesGes, mas sim a extensa
necrose do limbo foliar. E sabido que o efeito da temperatura em diferentes fases do ciclo das
doencas ndo € homogéneo. A infeccdo de soja por Phakopsora pachyrhizi, agente causal da
ferrugem asiatica da soja, por exemplo, também ¢é inibida a 30 °C, mas a colonizacdo da planta
pelo patégeno, embora um pouco mais lenta, ndo é fortemente afetada por essa temperatura
(Alves 2007). Plantas de soja infectadas a 23 °C e transferidas para camaras a 23 e 30 °C
mostraram densidade de lesdes e severidade similares (Alves 2007). O que surpreende em N.
tropicalis é a elevada area foliar necrosada das plantas mantidas a 30 °C, caracteristica ndo
observada em soja inoculada com P. pachyrhizi. A presencga de necrose foliar na maioria das
ferrugens esta associada a resposta de hipersensibilidade (Wellensiek 1927; Parlevliet & Kuiper
1977) e a baixa severidade da doenca sem reducdo significativa da éarea foliar
fotossinteticamente ativa (Beardmore et al. 1983, Godoy et al. 2016). No entanto, a presenca
de necrose em videiras mantidas a 30 °C esté associada a alta severidade, sendo necessarias
andlises histoldgicas e fisiologicas para o entendimento do processo. Um fator que pode ter
interferido nas observacbes de Alves (2015) é a resposta da planta a acdo combinada do
patdgeno e da temperatura elevada, causando alteracdes estruturais e subcelulares como ja
verificado em Vitis vinifera cv. Razegui e cv. Italia Muscat apds trés meses em condicfes de
estresse a 36 °C (Ben Salem-Fnayou et al. 2011). Segundo os autores, em ambas as cultivares
houve aumento na espessura da lamina foliar, reducdo na espessura da cuticula e parénquima
lacunoso provido de cloroplastos globulares com as membranas dos tilacoides desorganizadas.
Alteracdes similares nos cloroplastos foram verificadas em plantas de V. vinifera cv. Jingxiu
apos apenas 10 horas de estresse térmico (Zhang et al. 2005).

A hipdtese deste trabalho foi de que a elevacéo da temperatura do ar, atuando como
estresse térmico, afeta a interacdo videira-N. tropicalis de tal maneira que a severidade final nas
folhas seja méxima, mesmo que o ambiente ndo seja o ideal para o desenvolvimento do
patdgeno. Para testar a hipOtese estabelecida, foram feitas andlises epidemioldgicas e
histopatologicas em plantas inoculadas e ndo inoculadas de Vitis labrusca L. cv. Niagara

Rosada e Vitis vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon, submetidas a diferentes temperaturas.

2.2. Material e Métodos
2.2.1. Efeito da temperatura na germinacéo de urediniésporos de Neophysopella
tropicalis in vitro
O indculo, de origem monopustular, do patégeno foi coletado de folhas de mudas de

videiras cv. Niagara Rosada mantidas em casa de vegetagdo. Os urediniosporos foram
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suspensos em 10 mL de agua destilada e Tween 20 a 0,01%. A concentracao final da suspenséo
foi ajustada para 10° urediniésporos mL, com auxilio de cAmara de Neubauer. Trés aliquotas
de 70 pL da suspensdo de uredinidsporos foram depositadas equidistantes entre si em placas de
poliestireno, de 9 cm de diametro. Cada placa fechada foi colocada em uma caixa plastica
gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) contendo uma folha de papel filtro e 30 mL de &gua destilada. As
caixas plasticas, contendo as placas, foram mantidas em camara de crescimento (Incubadora
B.O.D./Fotoperiodo, modelo AC 71) ajustadas nas temperaturas de 15, 20, 25, 30, 33 e 35 °C,
no escuro. O processo de germinacdo dos urediniosporos foi interrompido, para cada
temperatura, 24 horas apos a deposicao da suspensdo nas placas, adicionando-se uma gota de
lactoglicerol para cada gota de suspensdo com 0s esporos. A contagem de esporos germinados
foi feita em microscopio de luz, com aumento de 400 vezes. Em cada gota, foi avaliada a
germinacéo de esporos, em 100 esporos observados aleatoriamente, e considerou-se germinado
0 urediniésporo que apresentava tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao seu
didmetro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 repeti¢cGes por
temperatura. A unidade experimental foi uma placa de poliestireno com trés gotas de inoculo.

O experimento foi realizado duas vezes.

2.2.2. Efeito da temperatura na germinacao de urediniésporos de Neophysopella
tropicalis in vivo
O inéculo foi produzido da mesma forma como descrito no item 2.1. Para cada
temperatura, foram utilizadas quatro folhas destacadas das videiras cv. Niagara Rosada
mantidas em casa de vegetacdo. Utilizou-se sempre as 3% e 42 folhas das mudas, a partir da base.
As folhas destacadas foram mantidas em camara Umida (caixas gerbox com papel de filtro
umedecido). Sobre a face abaxial das folhas foram colocadas de quatro a cinco fitas de borracha,
com orificio no centro, onde foi feita a inoculacdo com uma gota de 70 yL da suspensdo de
urediniosporos (Figura 1). As caixas plasticas, contendo as folhas, foram mantidas em camara
de crescimento (Incubadora B.O.D./Fotoperiodo, modelo AC 71) ajustadas nas temperaturas de
15, 20, 25, 30, 33 e 35 °C, no escuro por 24 horas. As amostras foram processadas conforme
metodologia descrita abaixo (2.2.3.), e analisadas ao microscépio eletrénico de varredura.
Foram avaliados 100 urediniosporos, selecionados de forma aleatoria. Foram considerados
germinados os uredinidsporos que apresentavam tubo germinativo de tamanho igual ou superior

ao seu diametro.
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Figura 1. Imagem fotografica da
folha da videira cv. Niagara Rosada
utilizada na quantificagdo da
germinacdo de urediniésporos de
Neophysopella tropicalis in vivo. A
suspensdo de indculo foi depositada
sobre a face abaxial da folha, no
orificio de cada fita de borracha. As
folhas foram mantidas em cémara
Umida com papel de filtro dentro de
caixas gerbox.

2.2.3. Preparo das amostras para a analise ao microscopio eletrénico de
varredura
Fragmentos de folhas de videira cv. Niagara Rosada e cv. Cabernet Sauvignon
inoculadas com N. tropicalis foram fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965;
modificado com tampdo fosfato pH 7,2), desidratadas em série etilica (10, 30, 50, 70, 90 e
100%), secas ao méetodo do ponto critico de CO2, montadas sobre suportes de aluminio sobre
fitas de carbono dupla face e cobertas com uma camada de ouro de 30 a 40 nm no equipamento
Balzers modelo SCD 050. As anéalises e a digitalizacdo das imagens foram realizadas ao
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM IT300LV operado a 20kv com as escalas
impressas diretamente nas eletromicrografias. Essa etapa foi realizada no Laboratorio de
Microscopia Eletrdnica Professor Dr. Elliot Watanabe Kitajima da ESALQ-USP.

2.2.4. Efeito da temperatura no desenvolvimento de Neophysopella tropicalis em
mudas de Niagara Rosada e de Cabernet Sauvignon
Estacas de videira das cultivares Cabernet Sauvignon e Niagara Rosada, de
aproximadamente 30 cm de altura, foram adquiridas de viveirista localizado no municipio de
Pocos de Caldas-MG, plantadas em vasos de plastico de 7 L, contendo 6 L de substrato
esterilizado contendo mistura de terra argilosa, areia e esterco curtido e mantidas em casa-de-
vegetacdo. As adubagOes foram realizadas mensalmente via solo. Os vasos foram irrigados,
diariamente, com 200 mL de agua/vaso.
As mudas foram mantidas em condic¢des controladas de temperatura a 20, 25 e 30 °C,
em camaras de crescimento (Conviron, Winnipeg, Canada) com fotoperiodo de 12 h e radiagéo

fotossinteticamente ativa (RFA) de 400 umol m 2 s 1. Foram inoculadas em cada planta, cinco
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folhas, com mais de 20 dias de idade, em sua face abaxial, por aspersdo de suspensdo de
urediniésporos na concentracdo de 10° esporos mL™ até o ponto de escorrimento, com o auxilio
de um compressor (Ferrari Mega Air CFA 7.6/241). As plantas foram mantidas em camara
Umida e no escuro por 24 horas. Plantas aspergidas com agua destilada serviram de testemunha.
Foram utilizadas cinco repeti¢cdes (plantas) para cada temperatura.

Foram avaliados os periodos de incubacéo e de laténcia, em dias. Ambos foram obtidos
pelo nimero de dias em que mais de 50% das folhas expressaram sintomas.

Ao longo de todo experimento uma area de 2 cm? do limbo foliar foi fotografada e, ao
final do experimento, foram fotografadas ambas as faces das folhas e as imagens digitais
processadas com o software Quant (Vale et al. 2001) para estimar a densidade de lesbes e a
severidade da doenca em cada avaliacdo. As avaliacdes foram semanais. As pustulas e o
eventual halo amarelado ou marrom que circunda as pustulas foram considerados como area
doente. A densidade de lesdes foi feita pela contagem do niimero pustulas em 2 cm? de area
foliar até sua estabilizac&o.

2.2.5. Analises estatisticas

O efeito da temperatura na taxa de germinacdo de uredinidsporos de N. tropicalis foi
analisado por meio de regressdes ndo lineares, utilizando a fungdo beta generalizada descrita
por Hau & Kranz (1990):

y=ba((x-b2)**)((bs-X)°)

onde y representa a proporcdo de uredinidsporos germinados, X representa a temperatura e 0s
pardmetros b, e bs representam, respectivamente, as temperaturas minima e maxima. Os
parametros b1, bs e bs ndo possuem significado bioldgico, mas o parametro bs é inversamente
proporcional a amplitude da faixa 6tima de temperatura para a germinacgdo dos uredinidsporos.
Quanto maior o parametro bs, menor a amplitude de temperaturas 6timas para a germinacao

dos uredinidsporos. As regressdes foram realizadas no software Statistica (Statsoft).

As médias dos parametros das curvas de taxa de germinacao e periodo de laténcia foram
analisadas pelo teste t. As medias de severidade e de densidade de lesdes foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA) utilizando o software R v.3.6.0, e comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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2.2.6. Preparo das amostras para a analise ao microscopio eletrénico de
transmissao
Para observacdo das alteracdes ultraestruturais no mesofilo de folhas Niagara Rosada
sadias a 25 e 30 °C, fragmentos de folhas completamente expandidas aspergidas com agua
foram fixadas em Glutaraldeido 3% e Tampdo Cacodilato (0,2 M pH 7,2) por 48 horas. Foi
retirado o ar das amostras por 5 minutos em bomba a vacuo e, posteriormente, foram pos-
fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas e mantidas overnight com acetato de uranila
0,5% a fim de promover a contrastacdo in bloco. As amostras foram desidratadas em série
crescente de acetona até 100% e, em seguida, infiltradas em resina Spurr sendo mantidas em
concentragOes crescentes de resina em acetona (2:1; 1:1; 1:2), e, ao final, em resina pura. A
polimerizacdo da resina foi feita a 60 °C por 48 horas para a confeccdo dos blocos. Apos a
polimerizacdo da resina, parte dos blocos contendo as amostras foi desbastada e seccionada em
ultramicrétomo Leica Ultracut UC6. As se¢des prateadas (70-80 nm) foram feitas em navalha
de diamante e depositadas sobre telas de cobre (100 mesh) recobertas com pelicula de colddio
2,5%. A contrastacdo foi feita utilizando acetato de uranila e citrato de chumbo por 15 minutos
em cada etapa. As observacles e as eletromicrografias foram realizadas pelo emprego da
camera de video Gatan 830 J46W44 acoplada ao microscopio eletronico de transmissédo Jeol
JEM -1011 operado a 60 Kv com as escalas das eletromicrografias diretamente impressas nas
mesmas. Essa etapa foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrdnica Professor Dr. Elliot
Watanabe Kitajima da ESALQ-USP.

2.2.7. Preparo das amostras para a analise aos microscopios de luz e de
epifluorescéncia
Para as andlises das alteracOes estruturais foliares das plantas das duas cultivares
mantidas a 25 e 30 °C, foram coletadas folhas completamente expandidas inoculadas com
Neophysopella tropicalis, aos 14 dias apds a inoculagdo. As amostras foram fixadas em solucéo
de Karnovsky (Karnovsky 1965; modificado com tampao fosfato pH 7,2). Durante a fixacédo as
amostras foram levadas a uma bomba de vacuo para a retirada do ar contida nos tecidos e entédo
desidratadas em série etandlica (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), infiltradas em
hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin®) conforme recomenda o fabricante. Os blocos foram
seccionados a 10 um de espessura em microtomo rotatorio Leica RM 2045 com o auxilio de
navalhas de vidro. Em seguida, as laminas foram depositadas sobre uma placa aquecedora a 40

°C para a secagem e fixag&o das sec¢Oes na lamina.
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Para as andlises histopatoldgicas as secgdes foram submetidas a corantes e reagentes
especificos. As sec¢bes foram montadas em Iaminas de vidro e, posteriormente coradas com
azul de toluidina (O’Brien et al. 1964). As laminas obtidas foram analisadas com o auxilio do
microscopio de luz e as imagens capturadas com camera de video Leica DC 300F acoplada ao
microscopio Leica DMLD. A escala micrométrica foi obtida de acordo com a magnificacéo.

Para a microscopia de epifluorescéncia foi utilizado o corante azul de anilina 1% para
detectar a calose. As se¢des eram foram coradas com azul de anilina 1%, diluido em tampao
PO4 0,1 M, pH 9 por 20 min (Ruzin 1999) e examinado sob o filtro DAP (ex: 325-375 nm; em:
435-485 nm). As se¢des foram montadas em agua destilada e analisada em um microscépio
Leica DM 5500. As imagens foram capturadas usando uma camera Leica DFC365 FX. Sec¢des
ndo coradas montadas em agua foram analisadas sob filtro A (UV) (excitacdo 340 nm, emissao
380 nm) ao microscopio Leica DMLB acoplado a uma camera digital (Leica DFC 310Fx) para
observar a autofluorescéncia de fenois. A escala micrométrica foi obtida de acordo com a
magnificagéo.

2.3. Resultados
2.3.1. Efeito da temperatura na germinacao de urediniésporos de Neophysopella
tropicalis

A taxa de germinacdo de urediniosporos de N. tropicalis in vitro foi elevada entre 20 e
25 °C, mas a partir de 30 °C houve grande reducéo na proporc¢éo de esporos germinados (Figura
2).

Os valores das taxas de germinacdo de uredinidsporos de N. tropicalis em folhas
destacadas de cv. Niagara Rosada (Figuras 2 e 3) e de cv. Cabernet Sauvignon (Figuras 2 e 4)
foram superiores aqueles observados in vitro em todas as temperaturas com excec¢édo a 35 °C,
na qual a germinacao foi inferior a 5% em qualquer dos tratamentos. Tanto em folhas destacadas
de cv. Niagara Rosada como de cv. Cabernet Sauvignon, os valores obtidos a 20, 25 e 30 °C
foram superiores a 80%. Nas temperaturas de 15 e 33 °C as taxas de germinacao variaram de
40 a 60%.
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Figura 2. Taxa de germinacéo (proporcéo) de urediniosporos de Neophysopella tropicalis em fungéo
da temperatura in vitro (Placas) e in vivo em folhas de videiras cv. Niagara Rosada e Cabernet
Sauvignon. As linhas representam o ajuste da fungéo beta generalizada de dados.

O valor da temperatura maxima estimada pelo modelo beta generalizado para a
germinacao dos uredinidsporos (b3) ficou proximo a 35 °C, independentemente da metodologia
utilizada. A temperatura minima estimada para a germinacao dos uredinidsporos (b2) foi menor
nas folhas destacadas, em ambas as espécies, do que nas placas, com valores de 9,6 °C em
folhas de cv. Niagara Rosada, 10,6 °C em folhas de cv. Cabernet Sauvignon e 13,2 °C em placas
de poliestireno. O pardmetro bs do modelo beta generalizado de Hau & Kranz (1990) foi
significativamente maior nas curvas de germinacado de urediniésporos em placas de poliestireno
(2,14) do que nas folhas destacadas das duas cultivares de videira: 0,58 na cv. Niagara Rosada

e 0,79 na cv. Cabernet Sauvignon (Tabela 1).
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Tabela 1. Pardmetros obtidos pela equacdo beta generalizada*

Parametros v_alor erro p valor
estimado padrao

bl 0,000 0,00 8,91E-01
b2 13,2a 2,50 5,00E-04
Placas b3 35,6 a 3,52 3,25E-06
b4 1,082 1,05 3,30E-01
b5 2,14 a 1,55 2,02E-01
bl 0,016 0,02 4,63E-01
b2 9,6b 2,94 3,06E-03
Niagara Rosada b3 35a 0,01 0,00E+00
b4 0,972 0,36 1,31E-02
b5 0,58 b 0,08 1,23E-07
bl 0,0065 0,01 5,99E-01
b2 10,6 b 2,90 1,62E-03
S%i?/?ggg; b3 35a 009  0,00E+00
b4 1,19 0,51 3,06E-02
b5 0,79b 0,14 1,75E-05

*Equacio beta generalizada de Hau e Kranz (1990): y=b1((x-b2)**)((bs-x)®®), onde y representa
a proporgdo de esporos germinados, x representa a temperatura e os parametros b, e bs
representam, respectivamente, as temperaturas minima e maxima. Os parametros by, bs e bs
ndo possuem significado bioldgico. Os paréametros by, bz e bs foram comparados entre os
métodos pelo teste t de Student.

Em folhas completamente expandidas da cv. Niagara Rosada e da cv. Cabernet
Sauvignon, nas trés temperaturas com maior taxa de germinacao (20, 25 e 30 °C) foi possivel
observar a alta frequéncia de formacéo de apressorios tanto sobre os estbmatos (Figuras 3A, C,
E e G; 4A, C, E e G) quanto sobre jun¢des de células epidérmicas ordinarias (Figuras 3B, D, F
e H; 4B, D, F e H). Fora dessa faixa, a 15 e 33 °C, apesar de se observar alta taxa de germinacéo,

raramente se observou a formacao de apressorio.
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Figura 3. Eletromicrografias de varredura da face abaxial de folhas completamente expandidas da
videira cv. Niagara Rosada mantidas a 15 (A-B), 20 (C-D), 25 (E-F) e 30 °C (G-H), 24 horas ap06s
inoculacdo com Neophysopella tropicalis. A, C, E e G. Formacao de apressorio sobre estdmato (setas
vermelhas). B, D, F e H. Formacdo de apressorio sobre juncdes de células epidérmicas ordinarias

(setas azuis). Tubo germinativo = setas brancas.
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Figura 4. Eletromicrografias de varredura da face abaxial de folhas completamente expandidas
da videira cv. Cabernet Sauvignon mantidas a 15 (A-B), 20 (C-D), 25 (E-F) e 30 °C (G-H), 24
horas apds inoculacdo com Neophysopella tropicalis. A, C, E e G. Formacao de apressorio sobre
estdbmato (setas vermelhas). B, D, F e H. Formacdo de apressorio sobre juncfes de células
epidérmicas ordinarias (setas azuis). Tubo germinativo = setas brancas.
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2.3.2. Efeito da temperatura no desenvolvimento de Neophysopella tropicalis em

mudas de Niagara Rosada e Cabernet Sauvignon

Para a cv. Niagara Rosada e a cv. Cabernet Sauvignon foi verificado que o periodo de
incubacéo e o periodo de laténcia coincidiram, pois, o0 aparecimento de lesdes e a esporulacédo
foram processos simultaneos. Para as temperaturas de 25 e 30 °C, em ambas as cultivares, o
periodo foi de 7 dias, enquanto para 20 °C foi de 9 dias (Figura 5; Tabela 2). Pelo teste t de
Student, os periodos de laténcia variaram significativamente entre 20 e 25 °C e 20 e 30 °C, em

ambas as cultivares estudadas.

Tabela 2. Coeficientes obtidos para as regressdes polinomiais de periodo de laténcia para duas
cultivares.

Parametros valor erro  p-level
a 0,04 0,004 0,002

NR'gga"idr: b 22 02 0002

c 377 25 0,001

ot a 005 0014 0,040

apernet b 2.7 07 0034
Sauvignon

c 433 88 0016

Coeficientes obtidos para a equacao de regressao polinomial: y=a(x?) + (bx) + ¢, onde y representa o
periodo de laténcia em dias, x representa a temperatura e os coeficientes a, b e ¢ ndo possuem
significado bioldgico. Os coeficientes a, b e ¢ foram comparados entre os métodos pelo teste t de Student
e ndo diferiram entre as cultivares.

Em mudas de cv. Niagara Rosada, a severidade da ferrugem (proporcédo da area foliar
sintomatica) na ultima avaliacdo variou de 0,18-0,9 a 20 °C, 0,2-1 a 25 °C e 0-0,82 a 30 °C
(Figura 5E). A densidade de lesdes variou de 28-87 pustulas/cm?a 20 °C, 108-275 pustulas/cm?
a 25 °C e 27-171 pustulas/cm? a 30 °C (Figura 5E). Em mudas de cv. Cabernet Sauvignon, a
severidade da ferrugem das folhas variou de 0,03-0,8 a 20 °C, 0,02-0,78 a 25 °C e 0,04-1 a 30
°C (Figura 5F). A densidade de lesdes variou de 0-37 pustulas/cm? a 20 °C, 2-28 pustulas/cm?
a 25 °C e 18-42 pustulas/cm? a 30 °C (Figura 5D).
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Figura 5. Progresso da ferrugem da videira (Neophysopella tropicalis) em plantas submetidas a 20, 25
e 30 °C. Fotografias de regides de 2 cm? de folhas de cv. Niagara Rosada (A) e cv. Cabernet Sauvignon
(B) mantidas a 20, 25 e 30 °C, da esquerda para a direita respectivamente, aos 23 (A) e 26 (B) dias apds
a inoculagdo com Neophysopella tropicalis. Densidade de lesdes (C e D), severidade da doenca (E e F)
e periodo de laténcia (G e H) em folhas de videira cv. Niagara Rosada (C, E e G) e cv. Cabernet
Sauvignon (D, F e H) inoculadas e mantidas em temperaturas diferentes ao longo do tempo. DAI=dias
apos a inoculagdo.
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Em todas as condi¢cBes e em ambas as cultivares, foi possivel notar a variacdo na
relacdo entre a necrose da face adaxial e a formacéao de puUstulas na face abaxial. Em ambas as
cultivares, a 25 °C houve uma correspondéncia entre essas duas variaveis, com uma relacéo de
valor 1. A diminuicdo da temperatura (20 °C) gerou uma reducdo nessa relacdo, enquanto o
aumento da temperatura elevou essa relagdo (Tabela 3), indicando que a 30 °C, além da necrose
correspondente as areas das pustulas ha a presenca de outro tipo de necrose, que é semelhante

a observada em plantas sadias mantidas nessa mesma temperatura.

Tabela 3. Relacdo entre as areas da necrose da face adaxial da folha e as areas ocupadas pelas pustulas
formadas na face abaxial da folha.

T°C  Niagara Rosada Cabernet Sauvignon

20 0,86 0,87
25 1,0 0,97
30 1,37 1,14

As andlises nas folhas da cv. Niagara Rosada sadias mantidas a 25 e 30 °C por 14 dias
mostrou que existem diferencas ultraestruturais ocorrendo jé& neste periodo (Figuras 6 e 7). A
25 °C, a parede periclinal externa da epiderme adaxial exibia projecfes caracteristicas
distribuidas regularmente e revestidas pela cuticula continua (Figura 6A e B). Ja a 30 °C houve

descontinuidade nas projecdes parietais e alteracbes na deposi¢éo cuticular (Figura 6C-E).
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12 um

Flgura 6 Eletromlcrograflas de transmissao de folhas completamente expandldas de uva cv. Niagara
Rosada mantidas 14 dias a 25 °C (A-B) e 30 °C (C-E). Epiderme da face adaxial (A-E). A, B.
OrnamentacBes parietais caracteristicas revestidas pela cuticula continua. C-E. Alteragcdes nas
ornamentacdes parietais e na deposicao cuticular. Pc = parede celular; Cu = cuticula.

Nas células do mesofilo das plantas controle (25 °C sadias), os cloroplastos
apresentaram formato discoide com as membranas dos tilacoides bem organizadas e empilhadas
(Figura 7A, C e E). Por sua vez, os cloroplastos das plantas mantidas a 30 °C apresentaram
formato globular (Figura 7B, D e F), com desorganizacdo no sistema de membranas e presenca
de muitos plastoglébulos (Figura 7F). Em ambas as temperaturas se observou a presenca de

gréos de amido (Figura 7), indicando metabolismo ativo.
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Figura 7. Eletromicrografias de transmissdo de células do mesofilo de folhas completamente
expandidas de uva cv. Niagara Rosada mantidas 14 dias a 25 °C (A, C, E) e 30 °C (B, D, F). Notar nos
cloroplastos a diferenca, entre as duas temperaturas, no formato e na organizacdo das membranas dos
tilacoides, bem como na presenca de plastoglobulos. Cl=cloroplasto; Va=vacuolo; Gr=grdo de amido;

Pl=plastoglébulo.
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As analises histoldgicas mostraram que hé diferencas no mesofilo das folhas sadias da
cv. Niagara Rosada quando mantidas a 25 e 30 °C (Figura 8). O parénquima palicadico
uniestratificado apresentou células mais alongadas e o parénquima lacunoso um ndmero menor
de camadas celulares (trés) a 25 °C (Figura 8A), enquanto a 30 °C, o parénquima lacunoso
apresentou cinco fileiras de células (Figura 8B). Além disso, o conteddo fendlico, corado em
verde pelo azul de toluidina, estd mais evidenciado nas células do mesofilo a 25 °C (Figura 8A)
do que a 30 °C (Figura 8B). A autofluorescéncia para os fenois nas células do parénquima

palicadico também ficou mais intensa a 25 °C (Figura 8C) do que a 30 °C (Figura 8D) indicando

que h& uma diferenga no contetido fendlico das células entre as temperaturas.

o o _][o)

Figura 8. Micrografias de secOes transversais de folhas completamente expandidas de videira cv.
Niagara Rosada 14 dias ap0s aspersao com dgua e mantidas a 25 (A, C) e 30 °C (B, D). Secdes coradas
com azul de toluidina (A, B). Se¢des ndo coradas analisadas em filtro UV mostrando a autofluorescéncia
para os fenois (setas brancas) mais intensa a 25 °C (C) do que a 30 °C (D). Ei = epiderme inferior; Es =
epiderme superior; Pl = parénquima lacunoso; Pp = parénquima pali¢adico.

As analises histoldgicas nas folhas da cv. Niagara Rosada 14 dias ap0s serem
inoculadas com N. tropicalis e mantidas a 25 e 30 °C indicaram variagao nas lesdes e nas regides
adjacentes as lesdes (Figura 9). Na regido das lesdes foliares a 25 °C, as células do parénquima
palicadico passam a apresentar amplos espacos intercelulares (Figura 9A). Diferentemente das
lesGes observadas a 25 °C, a 30 °C, na regido das lesdes foi observada diminuicdo da espessura
da lamina foliar resultante da obliteracdo das celulas epidérmicas e do parénquima lacunoso

(Figura 9B). Na regido adjacente a lesdo em folhas completamente expandidas a 25 °C nédo
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apresentou alteracfes nas celulas (Figura 9C), j& a 30 °C, a regido adjacente a pustula
apresentou hipertrofia nas células do parénquima lacunoso, reduzindo os espagos intercelulares

do mesofilo e, em alguns casos, obstruindo a cAmara subestomatica (Figura 9D).

§ ~ ~ A ’
Figura 9. Micrografias de luz se¢fes transversais de folhas completamente expandidas de videira cv.
Niagara Rosada 14 dias apds a incubacéo de plantas inoculadas com Neophysopella tropicalis mantidas
a25°C (AeC)e 30 °C (B e D) coradas com azul de toluidina. Notar a diferenca nas camaras
subestomaticas (seta preta) em cada tratamento com hipertrofia de células do parénquima e consequente
preenchimento dos espacos intercelulares a 30 °C (B e D). Ei = epiderme inferior; Es = epiderme
superior; Pl = parénquima lacunoso; Pp = parénquima palicadico; Pu = pdstula.

~
( D)
\C> - 50 um (D) =

As analises ao microscopio de epifluorescéncia com Azul de Anilina, foi positivo em

células colonizadas por N. tropicalis a 30 °C (Figura 10).
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30 pm

Figura 10. Micrografias de luz e de epifluorescéncia de secdes transversais de folhas completamente
expandidas de uva cv. Niagara Rosada apds 14 dias da inoculagdo com Neophysopella tropicalis
mantidas a 30 °C, coradas com azul de anilina analisadas sob filtro DAP. Setas brancas = calose; Es =
epiderme superior; Pu = pustula.

2.4. Discusséo

Nauzawa (2006) e Alves (2015), por meio da analise da germinacao de urediniésporos
de Neophysopella tropicalis in vitro, observaram que as temperaturas de 5 e 35 °C inibem
completamente a germinacdo do patdgeno e que a temperatura 6tima para o desenvolvimento
de N. tropicalis é entre 15 e 25 °C. Em seus estudos, a elevacdo da temperatura para 30 °C
gerou reducdo na viabilidade dos esporos, que germinaram em média 7,26% (Naruzawa 2006)
e 10% (Alves 2015). Para 30 °C, a germinacdo observada em placas neste trabalho foi em média
de 18%, mas em folhas destacadas o valor foi de 84% em videira cv. Niagara Rosada e 87%
em cv. Cabernet Sauvignon. Aplicando o modelo beta generalizado (Hau & Kranz,1990), a
grande variacdo entre os métodos resultou em valores de b5 diferentes. Esse parametro
representa a magnitude da faixa de temperatura 6tima para a germinacdo do patdgeno. Assim
quanto maior a faixa 6tima, menor o valor de bs. 1sso pdde ser observado neste trabalho, onde
este pardmetro variou de 2,14 no método em placas, semelhante ao valor de 2,2 observado por
Alves (2007) para Phakopsora pachyrhizi. Para 0 método de folhas destacadas obteve-se o valor
de 0,58 em cv. Niagara Rosada e 0,79 em cv. Cabernet Sauvignon. Essas diferencas indicam
que a folha estimula a germinacéo do patogeno, seja pela estrutura ou composi¢do quimica de
sua superficie. Além disso, nas faixas de 15-20 e 30-33 °C o patdgeno germina bem e, ha total
inibicdo a 35 °C. As diferencas observadas nas taxas de germinacao de uredinidsporos in vitro
e in vivo, sempre menores in vitro, constituem-se em um problema na experimentacdo com a
ferrugem da videira, pois o protocolo usual para verificar a viabilidade do in6culo € realizado
pela deposicao da suspensao de esporos em placas de Petri. Demonstrou-se, neste trabalho que

a metodologia in vitro subestima a taxa de germinacdo do inoculo. Também ficou evidente que
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a faixa Otima de temperatura para germinacdo de urediniosporos de N. tropicalis é de 20 a 30
°C.

A variagdo no processo de pré-penetracao pdde ser visualizada por meio de analises em
microscopio eletrénico de varredura. Tanto em folhas maduras de cv. Niagara Rosada como de
cv. Cabernet Sauvignon nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C, 24 horas ap0s a inoculacao, foi
possivel observar a formacéo de apressorios sobre estdbmatos e jungdes de células epidérmicas,
indicando que ha tanto penetracdo indireta como direta, em concordancia ao que ja esta
documentado na literatura (Rasera et al. 2019). Nas temperaturas de 15 e 33 °C os
uredinidsporos de N. tropicalis produziram tubos germinativos, porém raramente se observou
a formacao de apressorios, indicando provavel reducdo na velocidade do processo de infecgéo.

Em ferrugens, de modo geral, o periodo de laténcia coincide com o periodo de
incubacdo, ja que a presenca das primeiras estruturas reprodutivas corresponde ao aparecimento
de lesdes. Ambos os componentes monociclicos sdo considerados importantes para o
entendimento de doengas policiclicas, pois ao final de cada periodo, com o aparecimento de
lesGes esporulantes, inicia-se uma nova geracdo da doenga, ou seja, um ciclo secundario. Assim,
guanto menor for o periodo de laténcia maior a velocidade dos ciclos secundarios e maior seu
impacto na lavoura (Kranz 2002). Neste trabalho o periodo de laténcia encontrado para N.
tropicalis em cv. Niagara Rosada e cv. Cabernet Sauvignon foi semelhante ao observado por
Angelotti et al. (2014) e Alves (2015), com valor de sete dias para as temperaturas de 25 e 30
°C, e nove para 20 °C. Os modelos obtidos, em ambas as cultivares, indicaram reducdo dos
periodos de laténcia, com o aumento da temperatura e, consequentemente, maior nimero de
ciclos da doenga.

Em todas as temperaturas analisadas, bem como em ambas as cultivares, foi possivel
observar o0 aumento de severidade e densidade de lesdes ao longo de todos os experimentos, o
que € provocado pelo aumento no numero de urédias em cada lesdo (Primiano et al. 2019).
Neste estudo, para cv. Niagara Rosada a severidade e a densidade de lesdes foram maiores a 25
°C, seguida por 30 e 20 °C, enquanto para cv. Cabernet Sauvignon ndo houve diferencga
significativa entre os valores obtidos nas trés temperaturas. Estudos com cv. Niagara Rosada
indicaram severidade crescente com o aumento de temperatura e o maior valor a 30 °C (Alves
2015), enquanto a maior densidade de lesGes foi observada a 20 °C (Angelotti et al. 2014). Essa
variacao pode ser decorrente das condi¢Oes experimentais e de analise. A discrepancia entre 0s
resultados obtidos para cv. Niagara Rosada e cv. Cabernet Sauvignon ocorreram em funcéo da
maior susceptibilidade a doenca que a cultivar da espécie Vitis labrusca possui (Angelotti et al.
2008).
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As andlises estruturais de folhas completamente expandidas inoculadas com N.
tropicalis mantidas a 25 e 30 °C mostraram diferencas nas caracteristicas das lesdes formadas
e do mesofilo ao redor das lesdes, 14 dias apos a inoculagdo. A 30 °C, é possivel observar perda
na conformacéo das células no local da leséo, dificultando a diferenciacdo dos tecidos e, na
regido ao redor da lesdo ha hipertrofia das células dos parénquimas palicadico e lacunoso e
reducdo completa dos espacos intercelulares. Um estudo recente sobre os processos de infec¢ao
e colonizacdo de N. tropicalis em V. vinifera cv. Moscato mostrou a formacdo de halos
encharcados ao redor da leséo, com hipertrofia de células do parénquima, reducdo nos espacos
intercelulares e espessamento celulésico das paredes, como mecanismos induzidos de defesa
para restringir a colonizag&o fungica (Navarro et al. 2019).

Como observado por Rasera et al. (2019) a 25 °C, nesse estudo identificou-se
deposicédo de calose ao redor de estruturas intracelulares de Neophysopella tropicalis a 30 °C.
O papel da calose em patossistemas biotroficos é altamente discutido (Hok et al. 2010), podendo
atuar como defesa da planta (Donofrio & Delaney 2001; Glazebrook 2005; Meyer et al. 2009),
com o encapsulamento do haustério e sua consequente morte, como observado em P.
pachyrhizi-soja (Koch 1983) e Puccinia striiformis-trigo (Kang et al. 2002), resultando em
resisténcia a doenca. Entretanto, foi demonstrado que a enzima que produz a calose que
circunda o neck haustorial diminui a sinalizacéo de acido salicilico em Arabidopsis (Jacobs et
al. 2003; Nimishura et al. 2003), via relacionada & morte celular programada (Chisholm et al.
2006), linha de defesa contra patdgenos biotroficos e hemibiotroficos (Bari & Jones 2009). Isso
mostra que a deposicdo de calose ao redor do neck haustorial pode ser também um mecanismo
do patdgeno fundamental para sua estabilizacdo e sucesso de sua colonizacdo (Jacobs et al.
2003; Nimishura et al. 2003).

De maneira semelhante ao que foi observado por Alves (2015) em folhas de cv.
Niagara Rosada, observou-se maiores valores de area necrosada na face adaxial das folhas na
temperatura de 30 °C, em ambas as cultivares, e menor correspondéncia com a formacéo de
pustulas na face abaxial da folha. Em relacfes de plantas e patdgenos biotroficos, um
mecanismo de defesa da planta € a reacdo de hipersensibilidade (Wellensiek 1927; Parlevliet e
Kuiper 1977), que gera necrose foliar e estd associada a baixa severidade da doenca sem
reducdo significativa da area foliar fotossinteticamente ativa (Beardmore et al. 1983, Godoy et
al. 2016). No entanto, tanto neste trabalho como de Alves (2015), a presenca de necrose foliar
estd associada a alta severidade. Assim, outro fator que pode ter interferido em nossas
observacBes é a resposta da planta a acdo da temperatura elevada causando alteracdes

estruturais e subcelulares. Neste trabalho, a elevacdo da temperatura e manutencdo constante
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no ambiente controlado gerou alteragdes na estrutura e ultraestrutura das laminas foliares de cv.
Niagara Rosada. Nas células da epiderme de folhas sadias de plantas mantidas a 30 °C houve
perda na ornamentacdo parietal e alteracdo na deposicao da cuticula, em comparacdo com a
epiderme de folhas mantidas a 25 °C. Alteracdes parietais e cuticulares foram observadas na
epiderme por Ben Salem-Fnayou et al. (2011) em duas cultivares de Vitis vinifera submetidas
a temperatura de 36 °C.

As laminas foliares das mudas da cv. Niagara Rosada mantidas a 25 e 30 °C possuem
a mesma espessura, entretanto, a proporcao entre o parénquima palicadico e o parénquima
lacunoso variou entre as temperaturas. A 25 °C, o parénquima palicadico apresentou maior
comprimento e o parénquima lacunoso possui duas fileiras a menos de células que a 30 °C. A
presenca de células menores no parénquima palicadico foi observada por Ben Salem-Fnayou et
al. (2011) em videira cv. Raguezi e cv. Muscati Italia e, segundo Bafion et al. (2004), em
ambientes de alta temperatura hd uma tendéncia geral de reducdo no tamanho das células da
planta. A ultraestrutura de folhas sadias mostrou que quando as plantas foram mantidas a 30
°C, os cloroplastos apresentaram caracteristicas de gerontoplastos, com o sistema de tilacdides
desorganizado e uma maior presenca de plastoglobulos. Segundo Bem Salem-Fnayou et al.
(2011), plantas de cultivares viniferas apresentaram as mesmas variagdes nos cloroplastos sob
estresse térmico e a presenca de plastoglobulos em maior nimero indicou o processo de
degradacdo dos mesmaos e inicio da senescéncia das folhas (Bertamini e Nedunchezhian 2003;
Krupinska 2007), como também ja foi observado em Vitis labrusca cv. Niagara Rosada em
condicdo de estresse biodtico (Rasera et al. 2019). O aumento da temperatura para 30 °C atuou
como estresse térmico, que representa estresse oxidativo as plantas, tanto em sadias como
inoculadas, visualizado pela alteracdo nos cloroplastos em plantas sadias e pela necrose foliar
em plantas inoculadas aqui observados. 1sso porque o estresse oxidativo leva a fotorrespiracédo
ou ainda perda de elétrons, causando danos ao aparato fotossintético, como a degradacdo de

cloroplastos e a morte celular programada (Sowden et al. 2017).

2.5. Conclusoes
As anélises de taxa de germinagdo de Neophysopella tropicalis com o apoio de
microscopia eletrdnica de varredura apontaram que a faixa Otima de desenvolvimento do
patogeno é maior do que a documentada na literatura, situando-se entre 20 e 30 °C. O que indica
gue a escolha do método para analise pode subestimar o desenvolvimento do patégeno e,

consequentemente, o seu potencial destrutivo com a variagdo de temperatura.
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O estresse abiotico causado pela temperatura de 30 °C exacerba os efeitos da ferrugem,
pois apesar de o patdgeno provocar menor numero de lesdes na temperatura de 30 °C e de a
planta utilizar seus mecanismos de defesa limitando a expansdo do patdgeno, a severidade da

doenca € similar aquela de plantas inoculadas e mantidas a 25 °C.
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3. EFEITO DA FERRUGEM DA VIDEIRA E DA TEMPERATURA DO AR NAS
TROCAS GASOSAS DE NIAGARA ROSADA E CABERNET SAUVIGNON

Resumo

O Brasil ocupa a 142 posi¢do no ranking de maiores produtores de uva do mundo, com uma
producdo de aproximadamente 1.5 milhdes de toneladas. As alteragcbes climaticas,
caracterizadas pelo aumento tanto da temperatura como da concentracdo de gases do efeito
estufa na atmosfera, provocaram um novo alerta na agricultura. A temperatura é um fator que
interfere em quase em todas as fases de uma doenca, podendo, também, aumentar ou reduzir a
resisténcia de plantas a patdgenos. A ferrugem da videira, causada por Neophysopella
tropicalis, é atualmente endémica no Brasil e possui grande importancia no Estado de S&o
Paulo. Estudo recente que avaliou alguns dos componentes monociclicos da ferrugem da videira
apontou que a elevacdo da temperatura gera aumento na severidade da doenca. A hipotese deste
trabalho foi de que a elevacdo da temperatura do ar, atuando como estresse térmico, afeta a
interacdo videira-N. tropicalis de tal maneira que a severidade final nas folhas seja méaxima,
sendo o efeito do estresse combinado (ocorréncia de ferrugem simultdnea a temperatura
elevada) maior que o dos estresses isolados (ferrugem ou temperatura elevada). O objetivo do
estudo foi caracterizar as trocas gasosas de videiras cv. Niagara Rosada e cv. Cabernet
Sauvignon sadias ndo inoculadas e inoculadas com N. tropicalis sob diferentes temperaturas.
Os experimentos foram conduzidos em mudas envasadas de videiras cv. Niagara Rosada e cv.
Cabernet Sauvignon sadias ndo inoculadas e inoculadas com N. tropicalis em camaras com
temperatura e luminosidade controladas. Avaliou-se semanalmente a severidade da ferrugem e
variaveis de trocas gasosas ao longo de um més. A presenca do patdgeno reduziu a assimilacdo
de CO2a25°Cea30 °C e essareducdo seguiu um modelo exponencial negativo em funcéo da
severidade da doenca. Na temperatura de 30 °C houve queda brusca na eficiéncia do uso da
agua, principalmente na cv. Niagara Rosada. Dessa forma, mesmo a temperatura de 30 °C nédo
sendo a ideal para o desenvolvimento do patégeno, a combinacdo de estresses abidtico e bidtico
se mostrou tdo prejudicial quanto a ocorréncia de um estresse isolado.

Palavras-chave: fotossintese, eficiéncia do uso da agua, PhiPS2, severidade, lesdo virtual.

Abstract

Brazil is the 14th largest producer of grapes in the world, with a production of
approximately 1.5 million tons. Climate change, characterized by an increase in both
temperature and concentration of greenhouse gases in the atmosphere, has triggered a new alert
in agriculture. Temperature is a factor that interferes in almost all stages of a disease and can
also increase or reduce the resistance of plants to pathogens. Grapevine rust, caused by
Neophysopella tropicalis, is currently endemic in Brazil and has great importance in the State
of S&o Paulo. A recent study that evaluated some of the monocyclic components of grapevine
rust pointed out that the rise in temperature generates an increase in the severity of the disease.
The hypothesis of this work was that the elevation of the air temperature, acting as thermal
stress, affects the interaction of the grapevine-N. tropicalis in such a way that the final disease
severity in the leaves is maximum, with the effect of combined stress (occurrence of
simultaneous rust at elevated temperature) greater than the isolated stresses (rust or elevated
temperature). The objective of the study was to characterize the gas exchange of grapevines cv.
Niagara Rosada and cv. Cabernet Sauvignon healthy non inoculated and inoculated with N.
tropicalis under different temperatures. The experiments were carried out on potted plants of
cv. Niagara Rosada and cv. Cabernet Sauvignon healthy non inoculated and inoculated with N.
tropicalis in cameras with controlled temperature and light. The severity of rust and gas
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exchange variables are observed weekly over a month. The presence of the pathogen drastically
reduces CO> assimilation at 25 °C and 30 °C and this reduction followed a negative exponential
model due to the severity of the disease. At a temperature of 30 °C there was a sharp drop in
the efficiency of water use, especially on cv. Niagara Rosada. Thus, even though the
temperature of 30 °C is not ideal for the development of the pathogen, a combination of abiotic
and biotic stresses is known to be as harmful as the occurrence of isolated stress.

Keywords: photosynthesis, water use efficiency, PhiPS2, severity, virtual lesion.

3.1. Introducéo

A mudanca de temperatura do ar altera as taxas de reacBes quimicas e todos 0s
organismos vivos, como plantas e patdgenos, sdo produtos de muitas dessas reacdes que
ocorrem dentro de suas células (Pollock 1990). Isso significa que tanto as plantas como 0s
patdgenos respondem a pequenas mudancas de temperatura, e a todo ambiente, o que é refletido
no triangulo epidemioldgico. O triangulo das doencas indica que a ocorréncia de uma doenca
esta condicionada a presenca simultanea de um hospedeiro susceptivel, um patégeno virulento
e condi¢bes ambientais favoraveis para seu desenvolvimento (Stevens 1960). Se considerarmos
o0 periodo de uma safra, as variagfes que ocorrem no tridangulo da doenca sdo principalmente
relacionadas as variacfes no ambiente, ja que hospedeiro e patdgeno exibem baixa variacdo
nesse periodo de tempo. Dessa forma, havendo hospedeiro susceptivel e patdégeno virulento, é
0 ambiente que governa a velocidade de desenvolvimento de epidemias. As alteracdes que
ocorrem no ambiente podem ter efeito favoravel, desfavorével ou neutro em um patossistema
(Velasquez et al. 2018). A temperatura, como um fator de grande relevancia no ambiente que
interfere em quase em todas as fases de uma doenca, pode aumentar ou reduzir a resisténcia de
plantas e a capacidade infectiva dos patégenos (Garrett et al. 2006). Cada um dos organismos
de um patossistema apresenta faixas de temperaturas minimas e maximas, abaixo e acima das
quais ele ndo se desenvolve, além de uma faixa 6tima onde o desenvolvimento é favorecido
(Velasquez et al. 2018). A frequéncia de ocorréncia de temperaturas em cada uma dessas faixas
modula o desenvolvimento da doenca.

A videira é uma cultura de grande relevancia no Brasil e as cultivares Niagara Rosada e
Cabernet Sauvignon figuram entre as mais plantadas. Niagara Rosada é a videira mais plantada
no Estado de Sao Paulo, terceiro maior produtor de uvas do Brasil e, a Cabernet Sauvignon é a
cultivar vinifera mais plantada no Rio Grande Sul, maior produtor de uvas do Brasil. As videiras
tém seu desenvolvimento 6timo a 25 °C, resposta tipica de planta C3 (Atwell, Kriedemann &
Turnbull 1999; Greer & Weedon 2012). O aumento da temperatura em parreirais eleva os

processos de trocas gasosas nas plantas, como fotossintese e transpira¢do, mas reduz o peso dos
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frutos (Martinez-Llscher et al. 2015). O estresse térmico, por sua vez, leva a reducdo da
fotossintese (Luo et al. 2011; Greer & Weedon 2012; 2013) e ao acimulo de agUcares sollveis
nos frutos (Greer & Weedon 2013).

Dentre os obstaculos da viticultura estd a ferrugem da videira, causada por
Neophysopella tropicalis (= Phakopsora euvitis), fungo basidiomiceto que interfere na
translocacdo de amido das folhas, provoca desfolha precoce e, consequentemente, reduz o
acumulo de reservas para as proximas safras (Nogueira-Junior et al. 2017; Rasera et al. 2019).
A faixa de temperatura de 20 a 25 °C ¢é ideal para o desenvolvimento do patdgeno e, 0 aumento
da temperatura para 30 °C resulta em intensa reducéo na taxa de germinacao in vitro dos seus
esporos (Naruzawa 2006; Alves 2015). A relacdo de ferrugens com a temperatura também é
variada, para Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem da soja, elevacGes da
temperatura durante o dia, como 1 hora a 37 °C, podem atrasar ou até impedir totalmente o
desenvolvimento da doenca na cultura (Bonde et al. 2012). Entretanto, no caso de Puccinia
striiformis f. sp. tritici, causador da ferrugem amarela do trigo, observou-se o surgimento de
racas mais agressivas que possuem boa adaptacdo a temperaturas mais elevadas (Milus et al.
2008), o que indica que novas racas de patdgenos causadores de ferrugem podem se adaptar a
temperaturas mais elevadas e causar danos ainda mais graves.

Tratando-se de dois organismos vivos em uma relacdo patdégeno-hospedeiro, o efeito da
variacdo de fatores ambientais pode ter diferentes consequéncias, o que faz necessario o estudo
da combinacdo de estresses abioticos e biodticos (Atkinson e Urwin 2012). A andlise de lesdo
virtual, proposta por Bastiaans (1991), mostra o efeito do patdégeno na assimilacdo de CO2 da
folha além dos limites das lesdes visiveis (lesdo visual), dando real dimens&o sobre o impacto
da doenca na fotossintese da planta. Areas proximas a lesdes, embora assintomaticas, podem
apresentar fotossintese reduzida e a relacdo entre lesdo virtual e visual pode ser determinada
experimentalmente pelo parametro 5 do modeloy =1 - (1 - x)#, onde y corresponde a proporgéo
da folha fotossinteticamente ativa (com leséo virtual) e x, a proporcao da folha lesionada (lesdo
visual). O uso dessa ferramenta em patossistemas sujeitos a variagdes de temperatura pode ser
bastante esclarecedor. Para o caso de patdgenos causadores de ferrugens, classificados como
biotréficos, o valor de f da equacdo de lesdo virtual, geralmente, varia entre 1 e 2, sendo a area
afetada pelo patdgeno muito proxima a area lesionada (Bassanezi et al. 2001; Lopes & Berger,
2001). Para a ferrugem da soja, em sua temperatura de desenvolvimento ideal, Kumudini et al.
(2010) obtiveram valores entre 2,1 e 2,5. Entretanto, para N. tropicalis, ja foram registrados

valores de £ altos, como 5,78 em videira Niagara Rosada (Nogueira-Junior et al. 2017) e 5,93
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em Moscato Giallo (Navarro et al. 2019), valores semelhantes ao obtido para patdgenos
necrotréficos (Bastiaans 1991; Garry et al. 1998; Bassanezi et al. 2001).

Uma relagdo tdo complexa como um patossistema abrange intensa comunicagéo entre
0s organismos envolvidos, com mecanismos do patdgeno que impecam seu reconhecimento
pela planta, como a liberacdo de efetores, e mecanismos de defesa e resposta da planta em
percepcdo ao patdgeno, ativando, por exemplo, vias hormonais (Swoden et al. 2017). Todos
esses mecanismos variam em funcao das caracteristicas do patdgeno e suas fases. Assim, sabe-
se que para patdgenos biotréficos, a via hormonal de defesa da planta € a do &cido salicilico,
que inclui o inicio da morte celular programada (Bari & Jones 2009). A variagdo de temperatura
pode afetar esses mecanismos de forma variada, aumentando ou reduzindo sua concentracao,
tendo, assim, relacdo direta com a resisténcia de plantas a patogenos (Velasquez et al. 2018).

Com base na literatura e em estudos prévios realizados pela equipe de trabalho, a
hip6tese desse trabalho é de que a elevagdo da temperatura do ar, juntamente com a presenca
da ferrugem da videira, causada por Neophysopella tropicalis cause danos intensos a planta,
mesmo que o ambiente ndo seja o ideal para o desenvolvimento do patégeno, tendo em vista
que a combinacdo de estresses abiotico e bidtico seja mais prejudicial do que a presenca de um
Unico estresse isolado. Portanto, para testar a hipdtese estabelecida, foram feitas analises nas
trocas gasosas em plantas sadias ndo inoculadas e inoculadas de duas espécies de videira, Vitis
labrusca L. cv. Niagara Rosada e Vitis vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon para verificacdo do

potencial da doenca com o aumento da temperatura do ar.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Preparo e conducéo dos experimentos

Estacas de videira das cultivares Cabernet Sauvignon enxertadas sobre porta-enxerto
1103 Paulsen e Niagara Rosada enxertadas sobre porta-enxerto IAC-766, de aproximadamente
30 cm de altura, foram adquiridas de viveirista localizado no municipio de Pocos de Caldas-
MG. As estacas foram plantadas em vasos de plastico de 7 L, contendo 6 L de substrato
esterilizado de uma mistura de terra argilosa, areia e esterco curtido e mantidas em casa-de-
vegetacdo. As adubacgdes foram realizadas mensalmente via solo. Os vasos foram irrigados,
diariamente, com 200 mL de agua por vaso.

Os tratamentos aplicados estdo representados na Figura 1. As mudas foram mantidas em
condicOes controladas de temperatura de 25 e 30 °C, em camaras de crescimento (Conviron,
Winnipeg, Canada) com fotoperiodo de 12 h e radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) de 400

umol m 2 s 1, Foram utilizadas cinco plantas (repeticdes) em cada tratamento.



63

25°C 30 °C
®s O | o4 ®s
Sadio ‘ e i Ak - \
?u; ‘ e ?; ‘ g

s ® D Pz

VeV V&l
Inoculado v % N

2 o | ®s 2

Figura 1. Diagrama ilustrativo dos tratamentos a aplicados nos experimentos onde se avaliou as
combinacgdes de estresse bidtico (inoculagdo com Neophysopella tropicalis) e abiotico (30 °C). Cada
vaso representa uma repeticdo e cada experimento foi conduzido ao menos 2 vezes.

Para todos os experimentos que foram realizados, utilizou-se 0 mesmo padréo de
inoculacdo de Neophysopella tropicalis, para que os resultados fossem comparaveis.
Urediniésporos de origem monopustular foram coletados de folhas de mudas de Niagara
Rosada mantidas em casas de vegetacdo especificamente para a manutencdo de indculo. A partir
de uredinidsporos coletados foram feitas suspensoes, adicionando-se 50 mL de agua destilada
e Tween 20 a 0,01%. A concentracdo final de cada suspensdo foi ajustada para 10°
urediniésporos/mL, com auxilio da camara de Neubauer. Em cada planta, cinco folhas com
mais de 20 dias ap0s a brotacdo foram inoculadas em sua face abaxial, por aspersdo da
suspensdo do indculo com o auxilio de um compressor (Ferrari Mega Air CFA 7.6/24l) até o
ponto de escorrimento. No tratamento testemunha, cinco folhas foram aspergidas, em sua face
abaxial, com &gua destilada. As plantas foram mantidas em camara Umida e no escuro por 24
horas. Ao final do periodo de cadmara Umida, as plantas permaneceram nas camaras com

temperaturas de 25 e 30 °C e fotoperiodo de 12 h.

3.2.2. Trocas gasosas de videiras infectadas com Neophysopella tropicalis e

mantidas em diferentes temperaturas

A quarta folha completamente expandida (a partir da base da planta) foi utilizada para
avaliacdo das trocas gasosas em todos os experimentos. As avaliacGes foram realizadas pelo
Menos uma vez por semana na mesma area foliar de 2 cm?, sendo a primeira medida antes da
inoculacdo e as seguintes aos 7, 14 e 21 dias apos a inoculacdo. A assimilacao liquida de CO>
(A), a condutancia estomatica (gs), a concentracdo intercelular de COz (C;) e a transpiracéo (E),

foram estimadas em folhas doentes e sadias utilizando um analisador portatil de gas
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infravermelho (LI-6400XT, LI-COR Inc. Lincoln, NE, EUA). A concentracdo de CO2 no ar
(Ca) durante as medicBes foi de 400 umol mol™? e as trocas gasosas foram medidas sob
densidade de fluxo de fétons fotossintéticos (PPFD) de 1000 umol m s, As areas das folhas
selecionadas para avaliacGes de trocas gasosas foram fotografadas e imagens digitais foram
processadas com o software Quant (Vale et al. 2001) para estimar a severidade da doenca em
cada avaliacdo. Foi considerada como &rea doente, a &rea das urédias, o eventual halo amarelado

que circundava as urédias e toda area necrosada presente na amostra.

3.2.3. Estimativas de lesdo virtual () usando o modelo de Bastiaans
A severidade da doenca nas areas foliares onde se avaliou as trocas gasosas foi
relacionada a taxa relativa de assimilagdo de CO2 por regressdo ndo linear, de acordo com o
modelo de Bastiaans (1991):

(1) Px/Po = (1 - X)’B

onde Px é a taxa fotossintética liquida de uma folha com severidade de x ferrugem e Po
é a taxa fotossintética média de folhas saudaveis. O valor 4 corresponde ao efeito da severidade
da doenca na area verde da folha adjacente a lesdo. Os valores de gs, Ci e E foram transformados
em propor¢oes em relacdo ao valor médio de cada variavel em folhas saudaveis (gsx/gso, Cix/Cio
e Ex/Eo) em todos os experimentos. O modelo de Bastiaans também foi usado para ajustar os
dados de gsx/gso, Ex/Eo € PhiPS24/ PhiPS2, (varidveis dependentes) vs. severidade da doenga

(variavel independente).

3.2.4. Analise estatistica

A érea abaixo das curvas das variaveis de trocas gasosas foi estimada para cada
tratamento por integracdo trapezoidal. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) utilizando o software STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA), e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores de lesdo virtual
foram estimados por regressdes ndo-lineares, de acordo com o modelo de Bastiaans (1991),
pelo software STATISTICA 7.0.
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3.3. Resultados

3.3.1. Vitis labrusca cv. Niagara Rosada

Os valores calculados pela integracao trapezoidal (AUC — area under the curve) para a
severidade da ferrugem e para a densidade de lesdes foram significativamente superiores em
mudas mantidas a 25 °C em relacdo a mudas mantidas a 30 °C em ambos experimentos
realizados (Tabela 1). Os valores para a taxa de assimilacdo de CO> (A) (Figura 2A-B; 3A-B)
foram menores nas plantas inoculadas em ambas as temperaturas analisadas, exceto no
experimento 1, no qual plantas inoculadas e mantidas a 30°C mostraram valor de area sob a
curva de A semelhante ao da testemunha (Tabela 1). A condutancia estomatica (gs) (Figura 2C-
D; 3C-D) foi menor nas plantas inoculadas somente em um dos experimentos a 25 °C, néo
diferindo os valores entre plantas sadias e inoculadas a 30 °C. Os valores de AUC para a
concentragéo intercelular de CO (Ci) (Figura 2E-F; 3E-F) de plantas inoculadas foram maiores
do que em plantas sadias a 25 °C somente em um dos experimentos, ndo havendo diferenca
significativa a 30 °C (Tabela 1). A transpiracéo (E) (Figura 2G-H; 3G-H) foi maior conforme o
aumento da temperatura, sem apresentar diferencas entre plantas sadias e inoculadas (Tabela
1).

Para 25 °C, os valores de A em plantas sadias (Figura 2A e B) variaram de 10,2 a 18,4
umol m2 s, com uma média de 11,2 pmol m s no primeiro experimento e variaram de 7 a
18 umol m2 st com uma média de 11 pmol m s no segundo experimento. Os valores de gs
em plantas sadias variaram de 0,05 a 0,43 mol m s’ (Figura 2C e D). Os valores médios de Ci
(Figura 2E e F) e E (Figura 2G e H) em plantas sadias foram, respectivamente, 248 pumol mol
e 4,1 mmol m?st.

A 30 °C, os valores de A em plantas sadias (Figura 2A e B) variaram de 7 a 17,3 pumol
m2 s, com uma média de 11 umol m s no primeiro experimento e variaram de 4 a 20 pmol
m2 s, com uma média de 11,5 pmol m? s no segundo experimento. Os valores de gs em
plantas sadias variaram de 0,04 a 0,5 mol m s (Figura 2C e D). Os valores médios de Ci
(Figura 2E e F) e E (Figura 2G e H) em plantas sadias foram, respectivamente, 224 pmol mol
e 4 mmol m?s?,

Para 25 °C, os valores de A em plantas inoculadas (Figura 3A e B) mostraram
decréscimo ao longo do tempo e variaram de 16,2 pumol m? s, no inicio do experimento, a
0,63 umol m? s, ao final das avaliagdes, com uma média de 6,5 umol m2 s no primeiro
experimentoNo segundo experimento, a taxa de assimilagdo de CO; variou de 20 a 0 pmol m2s°
! com uma média de 6 umol m2s*. Os valores de gs em plantas inoculadas também mostraram

reduc&o ao longo do tempo e variaram de 0,39 a 0 mol m? s (Figura 3C e D). As variaveis Ci
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(Figura 3E e F) e E (Figura 3G e H) mostraram menor variagdo ao longo do experimento e seus
valores médios foram, respectivamente, 288 pmol mol™ e 2,87 mmol m? s,

A 30 °C, os valores de A em plantas inoculadas também apresentaram reducdo ao longo
do experimento (Figura 3A e B) e variaram de 15,3 pumol m? s a 1,43 pmol m? s'com média
de 7,9 pumol m2 s! no primeiro experimento. No segundo experimento os valores variaram de
15,4 umol m2 st a 0,67 umol m2 s, com uma média de 9,12 pmol m2 s, Os valores de gs
em plantas inoculadas foram semelhantes aos dasplantas mantidas a 25 °C e variaram de 0,42
mol m? st a 0,04 mol m? s (Figura 3C e D). Os valores médios de Ci (Figura3E e F) e E

(Figura 3G e H) foram, respectivamente, 252 pmol mol™ e 3,4 mmol m2 s,

Tabela 1. Valores das areas abaixo das curvas em videiras cv. Niagara Rosada sadias e inoculadas com
Neophysopella tropicalis mantidas a 25 e 30 °C nos experimentos 1 e 2. Taxa de assimilagdo de CO>
(A), condutancia estomatica (gs), concentracdo intercelular de CO, (Ci) e taxa de transpiracéo (E),
eficiéncia quantica do fotossistema dois (PhiPS2), taxa de transporte de elétrons (ETR), severidade da
ferrugem da videira (Sev) e densidade de lesbes (Den).

Exp. T°C Condicdo A gs Ci E PhiPS2 Sev Den
Inoculado 5,5b 828a 2593a 1,7c 2b 3,7a 3972/4a

1 23 Sadio 109a 101,2a 2019b 21bc 32a - -
30 Inoculado 8,8a 1059a 2404ab 3,1ab 28a 13b 1619,7Db
Sadio 112a 159,7a 2471a 41a 3,la - -
o5 Inoculado 36C 58,1B 1534A 16B 1B 7,8A 3107,1A
5 Sadio 62AB 1528A 1556A 1,7B 18A - -

Inoculado 5,7BC 616B 157,8A 23AB 14AB 35B 1567B

Sadio 8A T766AB 139,7A 26A 16AB - -

Teste de Tukey: letras diferentes na coluna indicam valores que diferem significativamente entre si
em cada experimento. Tamanhos diferentes correspondem a experimentos diferentes. Dados
processados pelo software R. Unidades: A (mol de CO2/m?), gs (kmol de H,O/m?2), Ci (mol de CO,
/mol.s), E (kmol de H,O/m?2), PhiPS2 (por dia), ETR (mol elétrons/m?), Sev (por dia) e Den (n° de
pastulas/cm?. dia).

30
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Figura 2. Taxa de assimilagdo de CO; (A), condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de
CO-, (Ci) e taxa de transpiracdo (E) nos experimentos 1 (A, C, Ee G) e 2 (B, D, F e H) em folhas de
videira cv. Niagara Rosada aspergidas com agua (sadias) mantidas em diferentes temperaturas (25 e 30
°C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média (n=5 em ambos 0s
experimentos). DAI=dias apds a inoculagéo.
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Figura 3. Taxa de assimilacdo de CO; (A), condutancia estomatica (gs), concentracdo intercelular de
CO; (Ci) e taxa de transpiracdo (E) nos experimentos 1 (A, C, Ee G) e 2 (B, D, F e H) em folhas de
videira cv. Niagara Rosada inoculadas com Neophysopella tropicalis mantidas em diferentes
temperaturas (25 e 30 °C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média
(n=5 em ambos os experimentos). Linhas vermelhas marcam o aparecimento dos sintomas de ferrugem.
DAI=dias ap06s a inoculag&o.
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A reducéo nas taxas relativas de assimilagdo de CO> foi maior a 25 °C do que a 30 °C
nos dois experimentos (Figuras 4A-B). Houve redugéo de 50% na taxa relativa de A nos
primeiros sete dias em ambos 0s experimentos a 25 °C (Figura 4A-B). A 30 °C houve queda de
20% nos mesmos primeiros sete dias e a relacdo se manteve aproximandamente constante, pois,
nesse caso, houve reducdo na taxa de assimilagdo de CO; tanto em plantas inoculadas como em
plantas sadias (Figura 4A-B). As taxas relativas para condutancia estomatica (Figuras 4C-D) e
transpiracdo (Figuras 4G-H) também apresentaram queda gradativa ao longo do tempo nas
plantas incubadas a 25 e a 30°C. As taxas relativas da concentracdo intercelular de CO>
mostraram aumento nos primeiros dias e reducdo ao final das avaliagfes nas plantas incubadas
a 25 °C (Figuras 4E-F). Menor variagdo foi observada nas taxas relativas da concentracao

intercelular de CO2 em plantas mantidas a 30 °C (Figuras 4E-F).



70

W
=1}
[<Xs]

Ax/Ao

gsx/gso

Cix/Cio

D

F

0 5 15 1‘5 2'0 25 6 5 110 1I5 50 25

Tempo (dias apés a inoculagéo) Tempo (dias apos a inoculag&o)
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e 2 (B, D, F e H) em folhas de videira cv. Niagara Rosada mantidas em diferentes temperaturas (20, 25
e 30 °C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média (n=5 em ambos

os experimentos). Linhas vermelhas marcam o aparecimento dos sintomas de ferrugem. DAI=dias apds
a inoculagéo.
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A eficiéncia quantica efetiva do fotossistema 2 (Figura 5) foi reduzida com a presenca
do patdgeno a 25 °C, ndo havendo diferenca estatistica nos demais tratamentos (Tabela 1). As
taxas relativas da eficiéncia quantica apresentaram reducdo ao longo do tempo a 25 °C, ficando
entre 0-0,4 ao final dos experimentos (Figura 5E-F). A 30 °C, houve reducdo na taxa relativa
da eficiéncia quéantica no primeiro experimento, mas essa variavel se mostrou constante e

préxima a 1 ao longo do segundo experimento (Figura 5E-F).
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Figura 5. Eficiéncia quantica do fotossistema 2 (PhiPS2) em folhas de videira cv. Niagara Rosada sadias
(A e B) e inoculadas com Neophysopella tropicalis (C e D) e dados relativos (inoculado/sadio) de
eficiéncia quantica do fotossistema 2 (PhiPS2) nos experimentos 1 (A, C e E) e 2 (B, D e F) mantidas
em diferentes temperaturas (25 e 30 °C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro
padrdo da média (n=5 em ambos os experimentos). Linhas vermelhas marcam o aparecimento dos
sintomas de ferrugem. DAI=dias ap0s a inoculagéo.
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Com o modelo de lesdo virtual de Bastiaans foi observada uma diminui¢do acentuada
na taxa de assimilacdo de COg relativa, mesmo com baixa severidade da ferrugem (Figura 6).
Os valores do parametro f, estimados pelo modelo de Bastiaans, foram 5,36 a 25 °C e 4,13 a
30 °C. Pelo modelo estimou-se que houve reducdes de 70% e 60% na assimilacdo de CO2 com

uma severidade de ferrugem de 20%, a 25 e 30 °C, respectivamente.

Px/Po = (1 - sev)S':36 B Px/Po=(1 - sev)4‘13
?=0,89 r2=0,77

Px/Po

0:8 1,0
Severidade da ferrugem da videira (proporgéo)

Figura 6. A-B. Relacdo entre a taxa fotossintética relativa (Px/Po) e a severidade de ferrugem

(Neophysopella tropicalis) em folhas de videira cv. Niagara Rosada mantidas a 25 °C (A) e 30 °C (B).

Os circulos pretos representam os dados do primeiro experimento e os circulos brancos os dados do

segundo experimento. A linha representa o modelo y = (1 — x)”.

A eficiéncia do uso da agua (EUA) foi maior em plantas sadias a 25 °C em relacao aos
demais tratamentos (Figura 7; Tabela 2). O coeficiente angular (Tabela 2) das curvas de EUA
(Figuras 7) foi maior em mudas sadias a 25 °C e houve uma redugdo de 50% em mudas
inoculadas. Em mudas sadias a 30 °C a reducdo, em comparacao a 25 °C, foi de 74,5%, e mudas

inoculadas apresentaram reducdo de 16% em relacdo as sadias na mesma temperatura.
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Figura 7. Eficiéncia do uso da agua (EUA) de videiras cv. Niagara Rosada sadias (A-B) e inoculadas
com Neophysopella tropicalis (C-D) mantidas a 25 (A e C) e 30 °C (B e D).
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Tabela 2. Coeficiente angular das curvas de eficiéncia do uso da agua.

T°C Condicéo EUA(umol CO2 mmol H20"1)
o5 Inoculada 3,16
Sadia 6,44
30 Inoculada 1,45
Sadia 1,65

3.3.2. Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon

Os valores calculados pela integracao trapezoidal (AUC — area under the curve) para a
severidade da ferrugem e para a densidade de infeccdo foram significativamente superiores em
mudas mantidas a 25 °C em relagdo a mudas mantidas a 30 °C somente no segundo
experimento, no qual a severidade da ferrugem nas plantas mantidas a 30 °C foi proxima a zero
(Tabela 3). Curiosamente, nesse experimento ndo houve diferenca entre os tratamentos nos
valores acumulados de taxa de assimilacdo de CO. (A), condutancia estomatica (gs) e
concentragéo intercelular de CO> (Ci) (Tabela 3). No primeiro experimento, os valores de A
(Figura 8A-B; 9A-B) foram menores nas plantas inoculadas do que nas plantas sadias e
mantidas a 25°C (Tabela 3). Os valores de A nas plantas inoculadas a 30°C no primeiro
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experimento nao diferiram daqueles das plantas mantidas a 25 °C, mas também ndo diferiram
das plantas sadias (Tabela 3). A condutancia estomaética (gs) (Figura 8C-D; 9C-D) foi menor
nas plantas inoculadas somente a 25 °C, ndo diferindo os valores entre plantas sadias e
inoculadas a 30 °C. Os valores de AUC para a concentracdo intercelular de CO; (Ci) (Figura
8E-F; 9E-F) foram iguais em todos os tratamentos (Tabela 3). A transpiracao (E) (Figura 8G-
H; 9G-H) foi maior conforme o aumento da temperatura, sem apresentar diferencas entre
plantas sadias e inoculadas (Tabela 3).

Para 25 °C, os valores de A em plantas sadias (Figura 8A e B) variaram de 5,3 a 11,7
umol m2 s, com uma média de 8,4 umol m2 s no primeiro experimento e variaram de 5,6 a
15 pmol m2 s, com uma média de 10,7 umol m s no segundo experimento. Os valores de
gs em plantas sadias variaram de 0,04 a 0,17 mol m? s (Figura 8C e D). Os valores médios de
Ci (Figura 8E e F) e E (Figura 8G e H) em plantas sadias foram, respectivamente, 215,3 pumol
mol? e 1,35 mmol m2s™,

A 30 °C, os valores de A em plantas sadias (Figura 8A e B) variaram de 1 a 13 pmol m’
25t com uma média de 7,9 pumol m2 s no primeiro experimento e variaram de 7 a 18 umol
m? s, com uma média de 12,5 pumol m? s no segundo experimento. Os valores de gs em
plantas sadias variaram de 0,02 a 0,16 mol m2 s (Figura 8C e D). Os valores médios de Ci
(Figura 8E e F) e E (Figura 8G e H) em plantas sadias foram, respectivamente, 225,3 pmol mol
e 2mmol m2st,

Para 25 °C, os valores de A em plantas inoculadas (Figura 9A e B) mostraram
decréscimo ao longo do tempo e variaram de 11 pmol m? s, no inicio do experimento, a 0
umol m2 s, ao final das avaliagdes, com uma média de 5,49 pmol m? s no primeiro
experimento. No segundo experimento, a taxa de assimilacdo de CO> variou de 14,4 a 3,2 umol
m? s, com uma média de 9,6 umol m? s, Os valores de gs em plantas inoculadas também
mostraram reducio ao longo do tempo e variaram de 0,13 a 0 mol m? s (Figura 9C e D). As
variaveis Ci (Figura 9E e F) e E (Figura 9G e H) mostraram menor variagdo ao longo do tempo
e seus valores médios foram, respectivamente, 221,4 pmol mol™ e 0,97 mmol m2 s,

A 30 °C, os valores de A em plantas inoculadas também apresentaram reducgéo ao longo
do experimento (Figura 9A e B) e variaram de 13,7 a 0 pmol m* s, com média de 7,25 pmol
m2 st no primeiro experimento. No segundo experimento os valores variaram de 17 a 7 umol
m2 s, com média de 12,5 pumol m? s, Os valores de gs em plantas inoculadas foram
semelhantes aos das plantas mantidas a 25 °C e variaram de 0,21 a 0 mol m? s (Figura 9C e
D). Os valores médios de Ci (Figura 9E e F) e E (Figura 9G e H) foram, respectivamente, 215,4

umol mol™ e 1,92 mmol m2s2,
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Tabela 3. Valores das areas abaixo das curvas em videiras cv. Cabernet Sauvignon sadias e inoculadas
com Neophysopella tropicalis mantidas a 25 e 30 °C nos experimentos 1 e 2. Taxa de assimilacdo de
CO2 (A), condutancia estomatica (gs), concentracao intercelular de CO- (Ci) e taxa de transpiracéo (E),
eficiéncia quéantica do fotossistema dois (PhiPS2), taxa de transporte de elétrons (ETR), severidade da
ferrugem da videira (Sev) e densidade de lesBes (Den).

Exp. T°C Condicdo A gs Ci E PhiPS2 Sev Den
Inoculado 6,4b 619b 24496a 112D 2b 26a 3776a

1 2 Sadio 95a 9589a 24451a 15ab 259ab - -
30 Inoculado 8,4ab 84,88ab 238,29a 2,13a 253ab 3,25a 669a
Sadio 9,15a 7885ab 254a 227a 30l1a - -
o5 Inocul_ado 112A 114A 2503A 21B 38A 065A 3214A
5 Sadio 128A 150A 286, 7A 26B 33A - -

Inoculado 146 A 164 A 2666 A 41A 38A 0B 1,8B

Sadio 141A 156A 2515A 39A 32A - -
Teste de Tukey: letras diferentes na coluna indicam valores que diferem significativamente entre si em
cada experimento. Tamanhos diferentes correspondem a experimentos diferentes. Dados processados
pelo software R. Unidades: A (mol de CO2/m?), gs (kmol de H20/m2), Ci (mol de CO2 /mol.s), E (kmol
de H20/m2), PhiPS2 (por dia), ETR (mol elétrons/m2), Sev (por dia) e Den (n° de pustulas/cmz. dia).
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Figura 8. Taxa de assimilacdo de CO; (A), condutancia estomética (gs), concentragdo intercelular de
CO; (Ci) e taxa de transpiracdo (E) nos experimentos 1 (A, C, Ee G) e 2 (B, D, F e H) em folhas de
videira cv. Cabernet Sauvignon aspergidas com agua (sadias) mantidas em diferentes temperaturas (25
e 30 °C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média (n=5 em ambos
o0s experimentos). DAIl=dias ap6s a inoculag&o.
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Figura 9. Taxa de assimilagdo de CO; (A), condutancia estomatica (gs), concentragdo intercelular de
CO- (Ci) e taxa de transpiracdo (E) nos experimentos 1 (A, C, Ee G) e 2 (B, D, F e H) em folhas de
videira cv. Cabernet Sauvignon inoculadas com Neophysopella tropicalis mantidas em diferentes
temperaturas (25 e 30 °C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média
(n=5 em ambos os experimentos). Linhas vermelhas marcam o aparecimento dos sintomas de ferrugem.
DAI=dias ap06s a inoculagéo.
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A relagéo inoculado/sadio de A, gs e E foi diferente de 1 somente a 25 °C, mantendo-se
préximo a 1 a 30 °C ao longo de todo o experimento (Figura 10A-D; G-H). De maneira
semelhante a cv. Niagara Rosada, a 30 °C houve aumento no inicio dos experimentos e posterior
reducdo na taxa de fotossintese de maneira simultdnea em plantas sadias e inoculadas, causando
a relagdo mais alta. O Ci relativo teve 0 mesmo comportamento nas duas temperaturas,

mantendo-se préximo ou maior que 1 (Figura 10E-F).
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Figura 10. Dados relativos (inoculado/sadio) de taxa de assimilacdo de CO- (A), condutancia estomatica
(9s), concentracdo intercelular de CO; (Ci) e taxa de transpiragdo (E) nos experimentos 1 (A, C,Ee G)
e 2 (B, D, F e H) em folhas de videira cv. Cabernet Sauvignon mantidas em diferentes temperaturas (20,
25 e 30 °C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média (n=5 em ambos
0s experimentos). Linhas vermelhas marcam o aparecimento dos sintomas de ferrugem. DAI=dias ap6s
a inoculacéo.



80

N&o houve diferenca entre a eficiéncia quantica efetiva do fotossistema 2 dos diferentes
tratamentos (Figura 11; Tabela 3), o que pode ser visualizado pela relagdo inoculado/sadio

proxima a 1 para 25 e 30 °C ao longo de todo o experimento (Figura 11E-F).
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Figura 11. Eficiéncia quantica do fotossistema 2 (PhiPS2) em folhas de videira cv. Cabernet Sauvignon
(A e B) e inoculadas com Neophysopella tropicalis (C e D) e dados relativos (inoculado/sadio) de
eficiéncia quantica do fotossistema 2 (PhiPS2) nos experimentos 1 (A, C e E) e 2 (B, D e F) mantidas
em diferentes temperaturas (25 e 30 °C) ao longo do tempo. As barras de erro correspondem ao erro
padrdo da média (n=5 em ambos os experimentos). Linhas vermelhas marcam o aparecimento dos
sintomas de ferrugem. DAI=dias ap0s a inoculacao.
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Com o modelo de lesdo virtual de Bastiaans foi observada uma diminui¢do acentuada
na taxa de assimilacdo de CO: relativa, mesmo com baixa severidade da ferrugem (Figura 12),
principalmente a 25 °C (Figura 12A). Os valores do parametro £, estimados pelo modelo de
Bastiaans, foram 4,33 a 25 °C e 2,16 a 30 °C. Pelo modelo estimou-se que houve reducdes de
62% e 38% na assimilacdo de CO, com uma severidade de ferrugem de 20%, a 25 e 30 °C,

respectivamente.

A
Px/Po = (1 - sev)*® B Px/Po = (1 - sev)*'®
2 =0,64 rr=0,72
:
°e
} . . : 9 oe ; ; . *— ®
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10 00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Severidade da ferrugem da videira (proporgao)
Figura 12. A-B. Relagdo entre a taxa fotossintética relativa (Px/Po) e a severidade de ferrugem
(Neophysopella tropicalis) em folhas de videira cv. Cabernet Sauvignon mantidas a 25 °C (A) e 30 °C
(B). Os circulos pretos representam os dados do primeiro experimento e os circulos brancos os dados
do segundo experimento. A linha representa o modelo y = (1 — x)”.

A eficiéncia do uso da dgua (EUA) mostrou-se maior em plantas sadias a 25 °C (Figuras
13; Tabela 4). O coeficiente angular (Tabela 4) das curvas de EUA (Figura 13) foi maior em
mudas sadias a 25 °C e houve uma reduc¢do de 18% em mudas inoculadas. Em mudas sadias a
30 °C areducdo, em comparacgéo a 25 °C, foi de 35% e mudas inoculadas a 30 °C apresentaram

reducdo de 27% em relacdo as sadias mantidas na mesma temperatura.
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Figura 13. Eficiéncia do uso da agua (EUA) de videiras cv. Cabernet Sauvignon sadias (A-B) e

inoculadas com Neophysopella tropicalis (C-D) mantidas a 25 (A e C) e 30 °C (B e D).

Tabela 4. Coeficiente angular das curvas de eficiéncia do uso da gua.

T°C Condicao EUA(umol CO2 mmol H20"1)
o5 Inoculada 5,46
Sadia 6,63
30 Inoculada 3,19
Sadia 4,36

3.4. Discusséo

A literatura aborda diferentes tipos de respostas fisioldgicas de videiras como
consequéncia da elevacdo de temperatura do ar (Luo et al. 2011; Greer & Weedon 2012; Greer
& Weedon 2013; Martinez-Luscher et al. 2015). Essa diversidade de respostas se deve a
variacao das condi¢des experimentais que empregam tratamentos de alta temperatura num curto
prazo, como aqui analisados (Luo et al. 2011; Martinez-Liischer et al. 2015) em comparagdo a
estudos de plantas cultivadas em ambiente de altas temperaturas (Greer & Weedon 2012; Greer
& Weedon 2013). Independentemente dessa divergéncia, sabe-se que a temperatura ideal para

a fotossintese de videiras no campo e em ambiente controlado € de 25 °C e esta de acordo com
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a resposta tipica de planta C3 (Atwell, Kriedemann & Turnbull 1999; Greer & Weedon 2012).
Nos experimentos aqui descritos, plantas mantidas a 25 °C apresentaram taxas de assimilacdo
de CO2 semelhantes as das plantas mantidas a 30 °C, independentemente da cultivar de videira.

A eficiéncia do uso da agua, relacdo entre a taxa de assimilacdo de CO; e taxa de
transpiracéo, geralmente é maior em condicdes de déficit hidrico, sendo estratégia de defesa da
planta, que reduz sua transpiracdo em resposta a falta de agua (Du et al. 2008). A elevagdo da
temperatura provoca aumento na transpiracao (Greer & Weedon 2012), como aqui observado
e assim, ha grande reducdo na EUA, como foi possivel observar a 30 °C. Quando comparamos
os coeficientes angulares das curvas de EUA, o melhor valor é registrado em plantas sadias a
25 °C. A reducdo nessa variavel foi maior com o aumento da temperatura para 30 °C em plantas
sadias do que com a presenca do patdgeno a 25 °C.

De maneira semelhante a ferrugem do feijoeiro comum (Bassanezi et al., 2002) e ao que
foi documentado para ferrugem da videira a 25 °C (Nogueira-Junior et al. 2017), nas duas
temperaturas analisadas (25 e 30 °C) houve baixa relacéo entre gs e E vs. severidade da doenga,
ndo sendo observado aumento nessas variaveis em plantas inoculadas, demonstrando o leve
efeito do patdgeno na resisténcia estomatica. Dessa forma, a reducéo nos coeficientes angulares
de EUA em plantas inoculadas foi resultado do efeito do patégeno na taxa de assimilacdo de
CO2 e nédo na transpiracdo, como em plantas sadias a 30 °C.

O efeito da presencga do patdgeno nas trocas gasosas foi evidente, principalmente a 25
°C, temperatura 6tima para o desenvolvimento do patégeno, na qual se obteve a maior
severidade da doenca. Nos dois experimentos realizados com a cultivar Niagara Rosada, e em
um dos experimentos realizados com Cabernet Sauvignon, foi observada a reducgéo da taxa de
assimilacdo de CO: de plantas inoculadas quando comparadas as sadias na temperatura de 25
°C. Isso porque o fungo Neophysopella tropicalis danifica o aparato fotossintético de videiras
(Nogueira-Junior et al. 2017; Rasera et al. 2019).

O dano na taxa de assimilagéo de CO> nas folhas de videiras cv. Niagara Rosada e cv.
Cabernet Sauvignon nas duas temperaturas estudadas foi causado pelos efeitos do patdgeno nos
tecidos verdes, sem sintomas, que circundam as pustulas, quantificados pelo parametro . Para
ferrugens, valores £ maiores que 2 sdo incomuns, Kumudini et al. (2010) obtiveram valores de
S de 2,1 a 2,5 para Phakopsora pachyrhizi em soja, mesmo com 0s graves danos que Sao
causados a cultura. Os valores de £ obtidos nos nossos ensaios, de 5,36 e 4,13 para 25 e 30 °C
respectivamente, em cv. Niagara Rosada e, de 4,33 e 2,16 para 25 e 30 °C respectivamente, em

cv. Cabernet Sauvignon, tiveram a magnitude de dano semelhante ao causado por patégenos
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necrotréficos ou hemibiotroficos. Alves (2015) observou que a 30 °C ha um menor periodo de
laténcia e alta severidade, composta por baixo nimero de puastulas e intensa necrose.

A concentracdo intercelular de CO2 manteve-se igual em todos os tratamentos aqui
estudados. Esse processo elimina a hipotese de que a reducéo da fotossintese se deve a limitagédo
estomatica (Dias & Brliggemann 2010; Carretero et al. 2011; Wang et al. 2012). De fato,
Nogueira-Janior et al. (2017) verificaram que a condutancia de CO2 no mesofilo foi o fator
mais afetado na presenca de N. tropicalis, bem como o transporte aparente de elétrons através
do fotossistema 2, 0 que pode ser causado pelo dano e destruicdo de cloroplastos na regido da
lesdo (Scholes & Rolfe 1996; Nogueira-Junior et al. 2017; Rasera et al. 2019). Neste trabalho,
observou-se esse processo em Niagara Rosada a 25 °C, entretanto, ndo foi possivel observar
diferencas estatisticas nos demais tratamentos quanto a eficiéncia quantica do fotossistema 2.

Houve alta variabilidade nos valores de trocas gasosas obtidos para cada tratamento
neste trabalho. Essa variabilidade nos dados é decorrente de limitagBes presentes no
estabelecimento e execucdo dos experimentos. Todos os experimentos foram realizados em
camaras de crescimento, que possuem limitacdo espacial, determinando um nimero maximo
de mudas (repeticBes) por tratamento. Além disso, o aparelho utilizado para a realizacdo de
medidas de trocas gasosas e as analises em si possuem limite de tempo, pois o ideal é que as
medidas sejam feitas nas mesmas condi¢des e momento do dia. Dessa forma, foi preciso buscar

o melhor nimero de repeti¢fes para se adequar a essa situacao.

2.5. Conclustes

As analises indicaram que ndo houve diferenca nas trocas gasosas de plantas sadias
mantidas em temperatura diferentes, com excec¢éo da transpiracdo, que aumentou a 30 °C, o
que afetou diretamente a eficiéncia do uso da adgua. A presenca do patdgeno Neophysopella
tropicalis reduziu drasticamente a fotossintese na cv. Niagara Rosada a 25 °C, corroborando ao
que esta documentado para a temperatura 6tima de desenvolvimento do patégeno. A 30 °C, a
menor severidade da ferrugem, em comparacao a 25 °C, resultou em menores valores de beta e
um menor efeito do patégeno na fotossintese da videira. Na cv. Cabernet Sauvignon, o efeito
do patégeno em suas trocas gasosas foi menor que em Niagara Rosada, reforgcando a maior

susceptibilidade desta cultivar.
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4, CONSIDERAQ@ES FINAIS

Com este trabalho, foi possivel determinar que a faixa 6tima para o processo de pré-
penetracdo do fungo causador da ferrugem asiatica da videira Neophysopella tropicalis é de 20
a 30 °C. O estresse abiotico causado pela temperatura de 30 °C exacerba os efeitos da ferrugem
na cv. Niagara Rosada, pois apesar de o patdgeno provocar menor numero de lesdes e a planta
apresentar mecanismos de defesa, limitando a expansdo do patdgeno, a severidade final da
doenca é similar aquela de plantas inoculadas e mantidas a 25 °C. Os valores de severidade e
densidade de lesbes na cv. Cabernet Sauvignon indicam a maior susceptibilidade da cv. Niagara
Rosada a doenca.

Os dados de trocas gasosas reforcam o efeito negativo do patégeno a 25 °C, temperatura
ideal para o seu desenvolvimento. Entretanto, a 30 °C, ndo houve diferenca estatistica entre os
valores obtidos para as mudas inoculadas e ndo inoculadas, e o comportamento das trocas
gasosas das plantas nessas condi¢des seguiu um padrdo semelhante. Essa contradi¢do entre 0s
dados médios de severidade final de folhas de videira Niagara Rosada a 30 °C e o menor efeito
do patdgeno nas trocas gasosas das plantas nessa mesma temperatura indica que a alta
severidade final é resultado tanto de lesdes causadas pelo fungo como do efeito negativo da
temperatura.

Mesmo né&o havendo diferenca significativa entre as trocas gasosas das plantas sadias
mantidas a 25 e 30 °C, a elevacdo na temperatura teve impacto na reducéo da eficiéncia do uso
da agua com a elevacdo da temperatura em ambas as cultivares, de maneira mais intensa em
Niagara Rosada.

Portanto, mesmo a temperatura de 30 °C n&o sendo a ideal para o desenvolvimento do
patdgeno, a combinacgdo de estresses abidtico e bidtico se mostrou tdo prejudicial quanto a

ocorréncia de um estresse isolado em folhas da cv. Niagara Rosada.



