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FERREIRA, A. B. M. DOENCA DE PETRI NA VIDEIRA ‘NIAGARA ROSADA’ NO ESTADO
DE SAO PAULO: LEVANTAMENTO DE OCORRENCIA, ETIOLOGIA E MEDIDAS PARA O
MANEJO DA DOENCA. Séao Paulo, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

A doenca de Petri causada por Phaeomoniella chlamydospora e espécies de
Phaeoacremonium é grave, complexa, ataca plantas jovens de videira e é de dificil controle
no mundo. O estado de S&o Paulo esta entre os maiores produtores da uva de mesa
‘Niagara Rosada’ e ndo ha relato oficial da doenca de Petri no estado. Os objetivos do
presente trabalho foram: 1) avaliar a incidéncia dessa doenca em ‘Niagara Rosada’ em S&o
Paulo e comparar metodologias de isolamento; 2) identificar molecularmente isolados dos
fungos obtidos e realizar teste de patogenicidade; 3) estudar o local de colonizagdo natural
dos fungos da doenca de Petri, em diferentes partes da planta Niagara Rosada; 4) fazer um
screening em porta-enxertos para ‘Niagara Rosada’ quanto a resisténcia ao fungo P.
chamydospora; e 5) desinfectar em condigdes in vitro o porta-enxerto de ‘Niagara Rosada’
infectado com P. chlamydospora por meio de solarizacdo e biofumigacdo, ambas
associadas ou ndo com termoterapia, e o efeito destas técnicas no desenvolvimento do
sistema radicular das estacas. O isolamento dos agentes causais da doenca é feita com a
retirada de fragmentos do sistema vascular da regido do colo das plantas sintomaticas,
seguido de desinfestacdo superficial e plagueamento de fragmentos em meio de cultura
BDA. Incuba-se em BOD, a 23°C, por até 21 dias. Detectou-se a doenca de Petri em todos
os iguais produtores do estado de Sao Paulo. A espécie de Phaeoacremonium prevalente
foi P. aleophilum. Somente no municipio de Jales, além de P. aleophilum detectou-se,
também, a espécie P. venezuelense. A Unica espécie de Phaeomoniella identificada foi P.
chlamydospora. A porcentagem de isolamento foi maior para P. chlamydospora do que para
Phaeoacremonium. No teste de patogenicidade, a média do comprimento das estrias
escuras para Phaeomoniella sp. foi de 7,9 cm e de Phaeoacremonium sp. foi de 5,2 cm. As
plantas controle (testemunha) permaneceram sadias. Os fungos foram re-isolados das
plantas doentes, completando os postulados de Koch e comprovou-se a presenca da
doenca em ‘Niagara Rosada’ no estado de Sdo Paulo - Brasil. Na colonizacdo, os fungos
detectados e identificados em ‘Niagara Rosada’ foram P. chlamydospora e Phialemonium
dimorphosporum. As partes da planta ‘Niagara Rosada’ diferiram entre si somente para P.
chlamydospora e este fungo colonizou somente a regido do colo. O porta-enxerto mais
resistente ao fungo P. chlamydospora foi o Golia, os mais suscetiveis foram IAC 313, IAC
571-6 e IAC 572. Nao houve doenca nos porta-enxertos do tratamento testemunha. As

espécies Vitis riparia e Vitis rupestris sdo responséaveis pela resisténcia dos porta-enxertos
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ao fungo P. chlamydospora. A biofumigacéo e a temperatura de 37°C como Unica medida,
ambas as técnicas aplicadas por 7 e 14 dias e seguidas da termoterapia, elimiaram P.
chlamydospora no porta-enxerto IAC 766 de ‘Niagara Rosada’ e ndo prejudicaram o

desenvolvimento do seu sistema radicular.

Palavras-chave: Vitis vinifera, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium

aleophilium, Declinio.
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FERREIRA, A. B. M. PETRI DISEASE IN GRAPEVINE ‘NIAGARA ROSADA’ IN SAO
PAULO STATE: ANALYSIS OF OCCURRENCE, ETIOLOGY AND PROCEDURES TO
MANAGEMENT THE DISEASE. S&o Paulo, 2016. Dissertation (Mestrado em Sanidade,

Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico.

ABSTRACT

The Petri disease caused by Phaeomoniella chlamydospora and species Phaeoacremonium
is devastating, complex, infect young plants vine and is difficult to control in the world. The
state of Sdo Paulo is among the largest producers of ‘Niagara Rosada’ table grape and there
is no official report of Petri disease in the state. This study aimed : 1) to assess the incidence
of this disease in ‘Niagara Rosada’ in Sao Paulo and compare methodologies of isolation; 2)
identify molecularly isolated and conduct pathogenicity test; 3) study the local of natural
colonization of the fungi in different parts of the plant ‘Niagara Rosada’; 4) make a screening
of ‘Niagara Rosada’ rootstocks with resistance to the fungus P. chamydospora and 5)
desinfect ‘Niagara Rosada’ rootstock infected with P. chlamydospora through solarization
and biofumigation, both associated or not with thermotherapy, and the effect of these
techniques on the development of its root system. The isolation of the causal agents of the
disease was made with the removal of vascular system fragments of the stalk region of
symptomatic plants followed by surface disinfection and plating of fragments in the PDA
culture medium. Then, this was incubated in growth chamber at 23°C for up to 21 days. The
Petri disease was detected in the Sdo Paulo state. The most prevalent specie of
Phaeoacremonium was P. aleophilum. P. aleophilum and P. venezuelense, whichwere
detected in Jales. The only specie of Phaeomoniella identified was P. chlamydospora. P.
chlamydospora was found in higher incidence than Phaeoacremonium. For the pathogenicity
test, the average length of dark streaks was 7.9 cm for Phaeomoniella sp., and 5.2 cm for
Phaeoacremonium sp. Control plants remained healthy. The fungi were re-isolated from
diseased plants, completing the Koch postulates and confirming the presence of these
diseases in ‘Niagara Rosada’ in Sdo Paulo - Brazil. For the colonization studies, fungi were
detected and identified in ‘Niagara Rosada’ as P. chlamydospora and Phialemonium
dimorphosporum. The parts of the ‘Niagara Rosada’ plant differed only P. chlamydospora
and this fungus only colonized the collard region. Golia was the most resistant rootstock to
the fungus P. chlamydospora, while IAC 313 was the most susceptible. There was no
infection in the control rootstocks. The species V. riparia and V. rupestris are responsible for
the resistance of the rootstocks to the fungus P. chlamydospora. Biofumigation method and
37°C as a single measure, both techniques applied during 7 and 14 days followed by

thermotherapy, eliminated P. chlamydospora from the ‘Niagara Rosada’ rootstock (IAC 766)



and did not damage the development of its root system.

Keyword: Vitis vinifera,

aleophilium, Decline.

Phaeomoniella

chlamydospora,

Phaeoacremonium
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fungos de videira obtidos nos municipios de Sdo Paulo com fungos de dois géneros e
diversas espécies de videira depositadas no GenBank-NCBI, a partir das sequéncias do
fator de elongacéo do gene 1-a dos mesmos. O numero nas ramificagdes representa o valor

de 1000 “bootstrap”. O isolado Pleurostomophora richardsiae foi utilizado como
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FIGURA 18: Arvore filogenética gerada por “Neighbour-joining” e construida com base em
1000 réplicas das arvores embasadas no algoritmo de “bootstrap”. Essa arvore ilustra os
fungos de videira obtidos nos municipios de S&o Paulo com fungos de dois géneros e
diversas espécies de videira depositadas no GenBank-NCBI, a partir do gene da B-tubulina
dos mesmos. O numero nas ramificacdes representa o valor de 1000 “bootstrap”. O isolado

Pleurostomophora richardsiae foi utilizado como “outgroup”..........ccccooemiiimiiimieinens 39

FIGURA 19: Arvore filogenética gerada por “Neighbour-joining” e construida com base em
1000 réplicas das arvores embasadas no algoritmo de “bootstrap”. Essa arvore ilustra os
fungos de videira obtidos nos municipios de S&o Paulo com fungos de dois géneros e
diversas espécies de videira depositadas no GenBank-NCBI, a partir das sequéncias da
regido ITS-5.8S rDNA dos mesmos. O numero nas ramificagbes representa o valor de 1000
“bootstrap”. O  isolado  Pleurostomophora  richardsiae  foi  utilizado como
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FIGURA 20: Planta de videira 'Niagara Rosada’ enxertada em IAC 766 exibindo sintomas de
doenca de Petri, com caule fino, escurecido e sem folhas. Ao lado, planta sem o fungo —
sadia (controle); local de inoculacdo dos fungos — regido do colo; detalhe de estrias escuras

no vaso a partir do ponto de inoculagdo em dire¢éo ao sistema radicular..............ccccveeeennn. 44

FIGURA 21: Caracteristicas morfolégicas do isolado de Phaeomoniella chlamydospora
(153725 2 1 USRS 45

FIGURA 22: Caracteristicas morfolégicas de um isolado de Phaeoacremonium aleophilium
(12377021015 FE OO RO 45

FIGURA 23: Estrias escuras no sistema vascular do porta-enxerto de videira na regido do

colo em direcé@o a raiz e na regido do colo em direcdo a parte aérea..........cccoccvveeeervveeeennnne. 50

FIGURA 24:. Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 tratadas pelos tratamentos de
desinfec¢@o nos periodos de 7, 14 e 21 dias com adicional ou ndo de termoterapia, sendo
posteriormente plantadas em solo de canteiro para verificar o seu desenvolvimento e,
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FIGURA 25: Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 do periodo de 7 dias..
FIGURA 26: Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 do periodo de 14 dias

FIGURA 27: Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 do periodo de 21 dias
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1. INTRODUCAO

A videira é um arbusto de caule sarmentoso e trepador e que pode se fixar a suportes
naturais ou artificiais, de acordo com 0s 6rgdos especializados que nela estdo presentes
(POMMER, 2003).

Na botéanica sistémica a videira € nominada como Vitis L., sendo um grupo de grande
importancia no Reino Vegetal. Como apresenta inUmeras espécies, as que mais se
destacam com grande importancia econdmica na agricultura sdo Vitis labrusca e Vitis
vinifera (POMMER, 2003; GIOVANNINI, 1999).

A viticultura no Brasil € um importante ramo da fruticultura, cuja producgéo significativa
encontra-se concentrada nas regiées Sul, Nordeste e Sudeste. A regido Sul do pais é
considerada a maior produtora de uva. As regies Nordeste e Sudeste destacam-se quanto
a producédo de uvas de mesa (SILVA; CORREIA, 2004). A uva ‘Niagara Rosada’, uma das
uvas de mesa mais apreciada no pais, € resultado de uma mutagcdo somatica da ‘Niagara
Branca’, sendo inclusive uma das uvas mais plantadas no estado de Sao Paulo (POMMER,
2003; de SOUZA, 2002).

A cultura da videira tem vérios problemas de doencas (AMORIN & KUNIYUKI, 1997).
No entanto, para a videira ‘Niagara Rosada’, especificamente no estado de Sao Paulo, ha
poucos estudos quanto a incidéncia de doencas.

Uma doenca grave, complexa e de dificil controle em videira no mundo é a doenca de
Petri. A mesma é causada pela combinacéo de varios fungos, sendo os mais importantes
Phaeomoniella chlamydospora e vérias espécies de Phaeoacremonium (SCHECK et al.,
1998). Segundo Mostert et al. (2006) e Aroca; Raposo (2009), essa doenca ocorre em
vinhedos jovens e os sintomas macrovisuais sdo: atraso no desenvolvimento, baixo vigor,
entrenos curtos, folhas amareladas, murchas ou com clorose e baixa producdo de cachos,
levando ao declinio e morte da planta. Outro sintoma peculiar da doenca é o aparecimento
de estrias escuras e exsudacdo de goma escura nos vasos da regido do colo das plantas
(CHICAU, 2006; SONEGO et al., 2005).

Como visto na literatura, ha relatos desta doenga em varias partes do mundo (CROUS;
GAMAS, 2000; ESKALEN; GUBLER, 2001; GATICA et al., 2001; EDWARDS ; PASCOE,
2004; AROCA ; RAPOSO, 2009; CHICAU, 2006). No Brasil, essa doenca foi relatada
apenas no Rio Grande do Sul (GARRIDO et al., 2004; ALMANCA et al., 2013) e no Nordeste
(CORREIA et al., 2012).

Lorena et al. (2001), por meio de exames microscopicos, relataram que P.

chlamydospora inicia a infeccao pelas raizes e requer nove meses para colonizar até 25 cm



do sistema vascular do colo das videiras. Esse progresso lento no vaso das plantas deve-se
as respostas de defesa das videiras. Essa constatagdo revela a presenca do fungo na
regido do colo, 0 que caracteriza problema no porta-enxerto e ndo na copa, mas isso ainda
carece de novas validagdes.

A forma mais favoravel para que ocorra a disseminagdo da doenca no campo consiste
no intercambio ou plantio de material propagativo infectado (mudas), vindo a partir de
plantas matrizes de enxertos e porta-enxertos conhecidos como cavalo (REGO, 1998;
BUENO et al., 2010). Assim, estudos devem ser feitos com 0s porta-enxertos, quer seja ha
obtencéo de algum com certo nivel de resisténcia a doenga, ou desinfestando os materiais
utilizados no sistema de producdo de mudas.

Com relagéo as fontes potenciais de resisténcia aos patdogenos da doencga de Petri, um
namero significativo de estudos (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011) indica que os principais
porta-enxertos e copas de videira sdo suscetiveis aos fungos causadores da doenca. No
entanto, em alguns trabalhos que envolveram a inoculagéo artificial dos patégenos da
doenca de Petri, detectou-se contrastes entre as suscetibilidades de alguns porta-enxertos e
copas de videira (GRAMAJE et al., 2010).

O tratamento padrdo de porta-enxertos dormentes e explantes, que séo utilizados no
sistema de producdo de mudas, consiste em submergir estacas em agua quente (HWT, heat
water treatment, 50°C por 30 minutos). Publicac6es do inicio da ultima década parecem
assegurar que tratamentos térmicos com essa duracdo seguramente inibem a maioria dos
patégenos fungicos e bacterianos, e ndo danificam gemas e brotos. No entanto, mais
recentemente, os autores (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011) mostram-se mais cautelosos a
respeito do risco de dano térmico as partes meristematicas de explantes de videira,
promovido pelo tratamento HWT.

Aparentemente, a reducdo da doenca de Petri promovida por HWT, com resfriamento
(HALLEEN et al., 2007), demonstrou, com clareza, o potencial dessa medida de controle
para erradicacdo dos patdgenos que causam infec¢cdes em material propagativo, um fator
crucial para a dispersdo da doenca no campo. No entanto, de maneira oposta,
considerando-se os patdgenos da doenca de Petri, também hé relatos de insucesso no uso
do tratamento térmico para tal controle (WHITING et al., 2001; ROONEY et al., 2001).
Sendo assim, essa técnica precisa de uma validacdo quanto ao seu sucesso no controle dos
fitopatdégenos da doenca de Petri e se essa técnica danifica ou ndo o material para posterior

uso no sistema de producéo de mudas.



2. JUSTIFICATIVAS

A viticultura tem grande importancia econdmica para o estado de Sao Paulo, em
funcdo do cultivo da uva de mesa ‘Niagara Rosada’. A produgdo de vinhos artesanais e
industrializados e o grande consumo da variedade na sua forma in natura geram renda e
emprego as pessoas que utilizam desta cultura para o seu sustento.

Ha poucos estudos com a uva ‘Niagara Rosada’ quanto a incidéncia de doencas, mais
especificamente com relacdo a doenca de Petri, que afeta vinhedos jovens (MOSTERT et
al., 2006). Sendo assim, um levantamento em todo o Estado se faz necessério.

Os estudos sobre o local de colonizagdo natural e predominante dos fungos
causadores da doenca de Petri, em diferentes partes da uva ‘Niagara Rosada,” sdo
€SCass0s e necessarios, e estes sao importantes para direcionar pesquisas para materiais
de copa ou para porta-enxertos.

Estudos feitos por Gramaje; Armengol (2011) mostram que 0s principais porta-
enxertos e copas de videira apresentam uma suscetibilidade com os fungos causadores da
doenca de Petri. No entanto, ao se fazer inoculacdo artificial dos patdégenos da doenga de
Petri, detectou-se contrate dos porta-enxertos e copa, culminando com a descoberta de uma
certa resisténcia em material que contém o cruzamento de V. riparia x V. berlandieri (SO4)
(Gramaje et al., 2010). Sendo assim, 0s porta-enxertos brasileiros desenvolvidos e em
desenvolvimento precisam ser testados quanto a resisténcia aos fitopatégenos da doenga
de Petri.

A forma principal de disseminacédo da doenca de Petri é através do plantio de mudas
infectadas nos vinhedos e, também, o vento e a chuva podem disseminar os propagulos dos
fitopatdgenos a longas distancias e estes também tém mecanismos proprios que
conseguem lancar seus conidios para o ambiente (SURICO et al., 2006; QUAGLIA et al.,
2009). Sendo assim, o desenvolvimento de mudas sadias de videira deve ser um grande
foco de estudos.

Conhecimento da ocorréncia da doenca de Petri no estado de S&o Paulo,
principalmente na uva de mesa ‘Niagara Rosada’, epidemiologia da doenc¢a e medidas para

0 seu manejo serdo possiveis com a realiza¢ao deste trabalho.



3. OBJETIVOS

Gerais:

Verificar a ocorréncia da doenca de Petri na videira ‘Niagara Rosada’ no estado de
Sao Paulo, o local de colonizagdo natural dos fitopatdgenos na planta e estudar algumas

medidas de manejo para a doenca.

Especificos:

- Efetuar um levantamento de ocorréncia da doenca de Petri na videira ‘Niagara
Rosada’, no estado de Sao Paulo e identificar os agentes causais ao nivel de género e
espécie;

- Verificar o local de colonizacdo natural e predominante dos fungos da doenca de
Petri, em diferentes partes da videira ‘Niagara Rosada’;

- Proceder uma triagem em porta-enxertos de ‘Niagara Rosada’ quanto a resisténcia
ao fungo P. chlamydospora, principal patdgeno da doenga de Petri;

- Realizar ensaio in vitro, simulando a solarizacdo, a solarizacdo mais incorporagéo de
brassica (biofumigagédo) e termoterapia, visando a desinfeccdo de mudas de videira de
‘Niagara Rosada’ infectadas artificialmente com o fungo P. chlamydospora;

- Realizar ensaio em in vitro, simulando a solarizacéo, a solarizagcdo mais incorporagéo
de brassica (biofumigacéo) e termoterapia em estacas de videira do porta-enxerto IAC 766,
para verificar os efeitos destas técnicas de desinfestacdo no desenvolvimento do sistema

radicular.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1) Viticultura

A videira, Vitis L., pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse
Rsidae, ordem Rhamnales e familia Vitacea (POMMER, 2003). Dentre as varias espécies de
videira, as que apresentam uma grande importancia econdmica na agricultura sdo Vitis
labrusca e Vitis vinifera, tanto na produgao de vinhos, quanto no consumo “in natura”. A
primeira espécie tem origem americana e apresenta caracteristicas mais rasticas quanto a
suscetibilidade as doengas e a segunda € de origem européia, sendo responsavel por mais
de 90% dos vinhos que séo fabricados no mundo (GIOVANNINI, 1999).

A organografia da videira é representada pela raiz e pela parte aérea, que pode se
distinguir o tronco ou cepa e os ramos, onde se desenvolvem as gemas, folhas, gavinhas,
flores, frutos e sementes (POMMER, 2003).

A principal fungdo da raiz é absorver do solo a &gua e elementos que sao
necessarios a cepa, que serdo transportados até as folhas pelos vasos do xilema. O caule
pertence a parte aérea da planta. De acordo com as posi¢fes do ramo, onde ocorrem as
folhas sdo denominados como nés, as por¢des entre 0s nds, que apresentam comprimentos
diferenciados, sdo os entrends. As folhas podem ser inseridas sobre os nés, dispostas no
mesmo plano ou opostas, e estes 6rgaos sdo de grande importancia, pois, junto com as
raizes, tem a funcdo de nutrir a planta. As gavinhas sao o6rgéos filiformes, homdlogos aos
cachos, com a funcéo de sustentacdo da planta, uma vez que os cachos estdo inseridos do
lado oposto a folha. (POMMER, 2003).

As bagas pedunculadas e reunidas em cachos sdo propriamente ditas como frutos
da videira. Estes cachos sao de tamanho variavel e podem se apresentar compactos ou
soltos, dependendo do nimero de bagas fixados a eles. A cor das bagas vai desde o verde
até o preto, que pode passar pelo amarelo, rosado, vermelho e azulado. O cultivo é feito
através de enxertia. Um fator importante que determina o éxito de uma enxertia é a
compatibilidade ou afinidade entre o porta-enxerto e 0 enxerto, ou se apresentam a
predisposicdo de permanecerem juntos. Os porta-enxertos (cavalos) ndo tém valor
comercial, pois ndo produzem frutos ou os cachos sdo com bagas pequenas. No entanto, 0s

porta-enxertos sdo vigorosos e com sistema radicular resistente as pragas e situacoes



adversas do solo, e transmitem o0 seu vigor e resisténcia para as variedades que serédo
enxertadas (copas).

A viticultura no Brasil estd em um momento de transformagéo, pois se trata de uma
atividade de grande importancia para a sustentabilidade da pequena propriedade no pais, se
tornando relevante no que diz respeito ao desenvolvimento de algumas regides produtoras
de uvas, uma vez que ha a oportunidade de gerar empregos (MELLO, 2015). A uva no pais
€ cultivada com as seguintes finalidades: producdo de sucos e fermentados (vinho),
consumo “in natura” ou como uva passa (MELLO, 2013; CONDE et al., 2007).

A Franca é o maior produtor de uva do mundo, acompanhado da ltalia, Espanha e
Estados Unidos. O Brasil encontra-se no 19° lugar, com uma producdo de 1.388.859
toneladas de uva, com area plantada de 78.450 ha em 2014 (FAO, 2014). A maior parte da
producédo brasileira concentra-se no estado do Rio Grande do Sul, com uma producédo de
876.286 toneladas em 2015, em uma éarea plantada de 50.743 ha. Outros estados
produtores sdo Pernambuco com 237.367 t e Sdo Paulo com 142.063 t (Tabelas 01 e 02)
(IBGE, 2016).

A regido Sul do Brasil, mais precisamente o estado do Rio Grande do Sul, apresenta-
se como 0 maior produtor de uva no pais. A producédo de uva no Nordeste do pais esta
concentrada mais precisamente nos sertdes dos estados da Bahia e de Pernambuco,
principalmente no submédio do rio S&o Francisco, considerada uma viticultura tropical
irrigada e além da producdo das uvas de mesa ha a producdo de vinhos (da SILVA,
CORREIA, 2004). O Nordeste contribuiu com uma producéo de 317.904 toneladas de uva,
em uma area plantada de 9.854 ha no ano de 2015 (TABELAS 01 e 02) (IBGE, 2016).



TABELA 01: Producao de uvas no Brasil, em toneladas.

Estado/ Ano 2012 2013 2014 2015
Pernambuco 224,758 228.727 236.767 237.367
Bahia 62.292 52.808 77.504 77.401
Ceara 767 864 573 658
Paraiba 0 0 4.036 2.196
Minas Gerais 10.107 12.734 11.557 12.679
Espirito Santo 0 0 2.226 2.327
Séao Paulo 176.902 172.868 146.790 167.613
Parana 70.500 79.052 80.910 80.000
Santa Catarina 70.909 53.153 66.106 69.250
Rio Grande do Sul | 840.251 808.267 812.537 876.286
gﬁto Grosso do 0 0 186 981
Mato Grosso 0 0 1.370 981
Goias 4570 4.381 3.230 3.390
Distrito Federal 0 0 1.845 1.480
BRASIL 1.461.056 1.412.854 1.445.637 1.532.609

Fonte: IBGE (2016)

TABELA 02: Area plantada de uva no Brasil, por hectares.

Estado/ Ano 2012 2013 2014 2015
Pernambuco 6.813 6.787 6.833 6.814
Bahia 2.624 2.357 2.864 2.856
Ceara 44 45 30 40
Paraiba 0 0 202 122
Minas Gerais 803 828 834 858
Espirito Santo 0 0 138 148
Sao Paulo 9.750 8.812 8.308 8.479
Parana 5.821 5.276 5.580 4.800
Santa Catarina 5.130 4.965 4.989 4.845
Rio Grande do Sul | 51.182 50.056 51.005 49,737
g/lato Grosso do 0 0 16 51
Mato Grosso 0 0 57 51
Goias 166 163 138 131
Distrito Federal 0 0 77 74
BRASIL 82.333 79.289 81.071 79.006

Fonte: IBGE (2016)



Como a viticultura se tornou importante para algumas regides do Brasil, criou-se um
segmento que cuida da parte turistica, o enoturismo, que tem como base passeios que as
pessoas fazem para apreciar a cultura da videira e os produtos que dela podem ser feitos,
tais como o vinho, suco de uva, espumante e até mesmo cosmeético (xampu, condicionador,
cremes para a pele) (ANSARAH, 2005). Este tipo de turismo vem sendo praticado em varias
regides do Brasil produtoras de uva e vinhos. Especificamente na regido de S&o Joaquim -
Santa Catarina, essa atividade aproveita as caracteristicas préprias da regido (montanhas,
etc). E quanto ao cultivo da vinha e a producdo de vinhos, representando grande potencial
para o enoturismo e despertando interesse de pessoas que ja estdo na regido, ou até
mesmo atraindo visitantes de outras localidades do pais em periodos do ano em que as
vinhas estejam produzindo frutos (LOSSO; PEREIRA, 2010). No estado de Sao Paulo, este
tipo de atividade estd se tornando cada dia mais presente nos municipios produtores de
vinhas, principalmente na bacia do Jundiai. Sendo assim, isto € uma outra finalidade da
videira no pais.

A viticultura de grande expresséo no estado de Séao Paulo continua sendo o cultivo de
uvas comuns de mesa, predominando as variedades ‘Niagara Rosada’ e ‘Niagara Branca’,
com 8.308 hectares de area plantada e producéo de 151.960 toneladas de uva. A producéo,
basicamente com a variedade ‘Niagara Rosada’, destina-se ao consumo in natura, mas
também ha a producdo de vinhos artesanais, sucos e até aguardantes dos residuos das
bagas. Essa producdo estd concentrada nas regides leste e sudoeste do estado,
abrangendo os municipios de Jundiai, Vinhedo, Louveira, Indaiatuba, Sorocaba, Porto Feliz
e Sao Miguel do Arcanjo, e também em Jales, regido norte do estado (MELLO, 2013; IBGE,
2015; BUENO et al., 2010).

Recentemente, os viticultores vém relatando declinio de plantas jovens e encurtamento

do periodo de exploracdo da cultura, que atualmente por volta de até 10 anos.

4.2) A variedade Niagara Rosada

A variedade de videira ‘Niagara Rosada’ é resultado de uma mutacdo somatica natural
da ‘Niagara Branca’, originaria dos Estados Unidos, a partir da hibridacao de Concord (Vitis
labrusca L.) polinizada com Cassady (Vitis labrusca x Vitis vinifera). A ‘Niagara Rosada’ foi
encontrada pelo viticultor Aurelio Frazini, localizado no entdo distrito de Louveira, municipio

de Jundiai, Sao Paulo, no ano de 1933. Esta videira é de facil cultivo, tem boa resisténcia a



podriddo cinzenta, causada por Botrytis cinerea, e ao oidio (Oidium nectator) (de SOUZA,
2002; MAIA; CAMARGO, 2012; POMMER, 2003) (Figura 01).

A ‘Niagara Rosada’ ndo se distingue da forma primitiva da ‘Niagara Branca’, a ndo ser
proximo ao periodo de maturacdo dos frutos, apresentando-os com cor viva e atraente
tonalidade rosa. As duas variedades sdo similares quanto ao vigor da planta, a alta
fertilidade de gemas, tamanho e forma dos cachos e bagos (de SOUZA, 2002).

Apobs seu surgimento na década de 1930, a ‘Niagara Rosada’ se expandiu por diversas
regides viticolas, principalmente no estado de S&o Paulo, ocupando um grande destaque
dentro da viticultura brasileira, sendo a uva mais popular de mesa. Essa variedade é
plantada nos estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Minas Gerais (de SOUZA,
2002).

Foto: J. Dimas. G. M., 2003

FIGURA 01: Cachos de uva ‘Niagara Rosada’

4.3) Doencga de Petri em videira

Entre as diversas doencas ocasionadas por fungos de solo, na cultura da videira,
destaca-se a doenca de Petri, relatada pela primeira vez no inicio do século XX, na Sicilia,
Italia (PETRI, 1912).

A doenca de Petri é considerada grave, complexa e de dificil controle em videiras no
mundo. Ela é causada por uma combinacao de varios fungos, sendo 0os mais importantes o
fungo Phaeomoniella chlamydospora e varias espécies de Phaeoacremonium (SCHECK et
al., 1998).

Ha relatos de dezessete espécies de Phaeoacremonium encontradas em videira.

Destas, P. aleophilum é a mais distribuida e a mais comum em videira. No entanto, o fungo
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P. chlamydospora tem sido muito mais frequentemente associado aos sintomas tipicos da
doenca do que as espécies de Phaeoacremonium (MUGNAI et al., 1999).

Varios fungos hifomicetos foram recentemente isolados de tecido vascular, sintomatico
ou ndo, de plantas com doenca de Petri na Africa do Sul (HALLEEN et al., 2007). Dentre
esses fungos, ha a descricdo de Acremonium cf. charticola, Acremonium cf. ochraceum,
Cadophora luteo-olivacea, Phialemonium cf. curvatum, Pleurostomophora richardsiae,
Phaeoacremonium krajdenii, P. parasiticum, P. subulatum, P. venezuelense e P. viticola.
Ensaios em mudas envolvendo inoculacao artificial destes hifomicetos e mais P. aleophilum
e P. chlamydospora, tanto em condi¢cdes de casa de vegetacdo, quanto em campo, foram
realizados para comprovar a patogenicidade desses novos fungos hifomicetos. Em ambas
condi¢bes, o fungo mais agressivo e frequentemente isolado foi P. chlamydospora. No
entanto, em comparacdo com o0 controle negativo, todos os fungos hifomicetos,
recentemente isolados, foram capazes de infectar, colonizar e produzir lesdes diferentes em
videira (HALLEEN et al., 2007).

Ha relatos de doenca de Petri, em videira, em varias partes do mundo (CROUS ;
GAMAS, 2000; ESKALEN ; GUBLER, 2001; GATICA et al., 2001; EDWARDS ; PASCOE,
2004; AROCA ; RAPOSO, 2009). No Brasil ha relatos desta doenca no Rio Grande do Sul,
nas variedades ‘Niagara’ e ‘Bordd’ (GARRIDO et al., 2004; ALMANCA et al., 2013) e no
Nordeste, na variedade ‘Isabel’ (CORREIA et al., 2012). No Sudeste, especificamente no
estado de S&o Paulo, ndo houve ainda um levantamento com o intuito de se verificar a
existéncia desta doenca em videiras no estado, principalmente na variedade Niagara

Rosada, a principal variedade de uva de mesa.

4.4) Identificacdo de fitopatégenos em videiras

O procedimento mais comum para identificar fitopatégenos € a utilizagdo de métodos
classicos de isolamento em cultura pura e, posteriormente, a descricdo de suas
caracteristicas morfologicas e culturais. Todo este processo é finalizado com o auxilio de
chaves dicotdmicas. Isto, no entanto, é dificil e moroso (PINTO, 2010).

Segundo Pinto (2010), o isolamento e a identificacdo dos fungos da doenca de Petri
ndo sao faceis pelos métodos classicos de isolamento em meio de cultura; assim, utiliza-se
também a técnica de identificacdo molecular.

No ano de 1998, o sequenciamento das regides ITS do DNA ribossomal de isolados

identificados como Phaeoacremonium spp., confirmou claramente divergéncias entre eles,



Foto: Marcus Almanca, 2013
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Ou seja, ja apontava varias espécies dentro do género (DUPONT et. al.,1998). Com base
neste estudo, em dados de sequenciamento (ITS1, 5.8S, ITS2, B-tubulina) e caracterizacdes
culturais e morfoldgicas, Crous; Gams (2000) descreveram, pela primeira vez, o género
Phaeomoniella e a espécie P. chlamydospora.

Assim, além da caracterizagdo morfologica e cultural, a identificacdo molecular,
principalmente com sequéncias das regides ITS, partes do gene do fator de elongacédo 1-a
(EF) e de partes do gene da B-tubulina, € importante para a correta identificacdo dos fungos

da doenca de Petri.

4.5) Etiologia de Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & L.
Mugnai) Crous & W.Gams, comb., Phytopa. Medit.39:1, 2000

O micélio de P. chlamydospora consiste em hifas septadas e ramificadas, que
aparecem isoladas ou em grupos de até dez, tuberculadas com verrugas, tornando-se mais
claras em direcao a regiao conidiogénica. Os clamidosporos podem ser abundantes ou
escassos (o0 que vai depender do isolado), globosos a subglobosos, quase sempre isolados,
raramente em cadeias, com coloracdo de olivicea a castanha-esverdeada, lisos e
tuberculados (CROUS; GAMS, 2000). Os conidi6foros eretos, simples e cilindricos, podem
surgir de hifas aéreas ou submersas, com uma célula apical de forma alongada, com parede
espessa na base, mas com o restante da parede fina e castanha, mais clara em direcdo ao
apice, possuindo até trés septos. As fidlides (células conidiogénicas) séo isoladas, terminais
e monofialidicas, sub-hialinas, lisas, de forma alongada ou subcilindricas. Os conidios se
apresentam agregados com forma globosa e mucilaginosa nos apices das células

conidiogénicas, oblongos a elipsoidais, ovodides e direitos (PINTO, 2010) (Figura 02).

Figura 02: (A) Caracteristicas morfoldgicas de um isolado de Phaeomoniella chlamydospora: Col6nia

desenvolvida em meio de cultura de batata dextrose agar (20 dias); (B) Conidios em aumento de
400x; (C) Clamiddsporos em aumento de 1000x (indicacdo com setas) e (D) conidiéforo em aumento

de 400x (indicacdo com setas).
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4.6) Etiologia de Phaeoacremonium aleophilium W. Gams, Crous, M. J. Wingf. & Mugnai
Mycol.88:789.1996

O micélio de P. aleophilium pode apresentar hifas ramificadas e septadas, isoladas ou
agregadas. A coloragdo da colbnia é castanho e vai se tornando castanho palido a hialino
nas suas extremidades, podendo ser liso, verrugoso ou ligeiramente verrugoso (PINTO,
2010). Os conidiéforos podem ser ramificados ou simples, aéreos ou submersos, sao eretos,
quase cilindricos quando ndo ramificados. Os conidios sé@o hialinos, podem ser agregados
em estruturas redondas e viscosas, com formas variadas sendo elas elipsoidais ou
cilindricos, ocasionalmente reniformes. Na fase sexual, conhecida como Tognina minima,
ocorre a formacéo de peritécio. A cor da coldnia em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA) é variavel de castanho a cinzento e a textura da mesma varia a felpuda ou lanosa em
funcéo da espécie (MOSTERT et al., 2006) (Figura 03).

Figura 03: (A) Caracteristicas morfoldgicas de um isolado de Phaeoacremonium aleophilium. Colénia
desenvolvida em meio de cultura de batata dextrose agar (16 dias); (B) Conidios em aumento de 400
X.

Fonte: MOSTERT (2006).

4.7) Sintomatologia da doencga de Petri em videira

A doenca de Petri ocorre em vinhedos jovens (GATICA et al., 2001; MOSTERT et al.,
2006).
A sintomatologia da doencga consiste no desenvolvimento inicial comprometido e no

reduzido vigor vegetativo, seguidos de interrupcdo de crescimento e morte da planta
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(declinio). Plantas afetadas revelam ainda menor didmetro do tronco, encurtamento de
internddios, reduzidas quantidades de folhagem e de area foliar.

Os sintomas foliares, desenvolvidos de trés a cinco anos apdés o transplantio, incluem
cloroses internervais, necroses das extremidades e murchas, que podem resultar em
desfolha prematura (CORREIA et al.,2012; SCHECK et al. 1998), (Figura 04).

Quando observados em seg¢éo transversal, os vasos do xilema do colo (parte de baixo
do porta-enxerto) apresentam manchas ou pontos negros ou marrom escuros (Figura 05).
Em secdo longitudinal, os elementos de vaso mostram estrias escurecidas. Essas estrias de
vasos obstruidos ocorrem proximas a medula, que também pode estar afetada e escurecida
(AROCA; RAPOSO, 2009).

Na parte interna, € possivel observar o escurecimento de vasos do Xilema com
producdo associada de tiloses de massas de goma escura, 0 que resulta em ocluséo de
elementos traqueais. Os fungos da doenca podem ser isolados a partir de tecido lenhoso,
préximo aos elementos tragueais obstruidos, e a forma como esses patdgenos habitam a
regido do apoplasto do tecido vascular vai depender do potencial hidrico do tecido naquele
ponto, uma vez que os patdogenos dependem do hospedeiro para obter agua e nutrientes
(BRUEHL; KAISER, 1996).

Os sintomas podem ser agravados durante a fase patogénica, caso as plantas estejam
submetidas a estresses diversos, em particular o estresse hidrico. O bloqueio de vasos do
xilema no processo de infeccao acentua, ainda mais, a restricdo hidrica da copa, levando a
interrupcao de fornecimento de agua e nutrientes para as partes vegetativas, o que agrava
os sintomas durante o periodo de maior demanda por agua. Outros fatores relacionados ao
ambiente, como o desequilibrio nutricional, a ma drenagem, a compacta¢do do solo, o
preparo inadequado do solo e da cova para o plantio podem contribuir para o aumento da
ocorréncia da doenca (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011).

Figura 04: A e B — Detalhe da sintomatologia da Doenca de Petri, em folhas de videira.
Fonte: SCHECK et al. (1998).
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Figura 05: Detalhe da sintomatologia da doenc¢a de Petri, em videira, no sistema vascular da regido
do colo, onde se pode observar pontuacdes escuras e exsudagoes.
Fonte: CHICAU (2006).

4.8) Meios de disseminacdo da doenca de Petri em videira

Paralelamente a incorporacdo de mudas infectadas no momento da instalagdo do
vinhedo, os fungos associados as doengas “de Petri’ e “Esca” (Phaeoacremonium spp.,
Phaeomoniella chlamydospora e Fomitiporia sp.) tém mecanismos proprios para lancar
esporos no ar, apis a chuva. Esses esporos sao viaveis e podem infectar plantas de videira
com ferimentos de poda e outras injarias fisicas (SURICO et al., 2006; QUAGLIA et al.,
2009).

Experimentos envolvendo laminas com cobertura gelatinosa, dispostas préximas a
ramos e troncos infectados de videira, mostraram capturas de esporos de
Phaeoacremonium spp. e de P. chlamydospora (ESKALEN; GUBLER, 2001).

Estudos citados por Rego et al. (1998) mostraram que a forma mais favoravel para a
disseminacédo da doenca consiste no intercambio de material propagativo infectado (mudas),
a partir de plantas matrizes de enxerto e porta-enxerto (cavalo).

A disseminacdo da doenca também pode ocorrer em processos de enxertia. Na época
do plantio, as extremidades basais (especialmente a area da medula) da maioria dos porta-
enxertos estdo parcial ou totalmente expostas a infeccdo por patdégenos de solo. Calos
radiculares frequentemente quebram durante o processo de plantio, resultando em
pequenos ferimentos que favorecem a infecgdo (REGO et al.,1998).

Conforme comentado, os sitios de infecgdo para esses fungos sdo geralmente

ferimentos que expdem tecidos parenquimatosos corticais ou vasculares, em plantas jovens
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ou maduras de videira. Além disso, em ambiente de viveiro, existe a possibilidade de
estruturas do patdégeno passarem dos matrizeiros as estacas progénies, por meio de
esporos ou micélio localizados tanto na seiva ou em contaminacdes externas na casca, via
lancamento de ascésporos a partir de peritécios. No entanto, esses patdgenos sobrevivem
no solo e possuem também a capacidade de infectar raizes jovens diretamente, através dos
ferimentos ocasionados no plantio das mudas (GUBLER et al., 2010).

Por outro lado, existem evidéncias de redistribuicdo interna de conidios de
Phaeoacremonium spp. através de vasos de xilema e de crescimento micelial ativo de P.
chlamydospora dentro de tecidos da copa da planta. Por hip6tese, esporos sdo carreados
com o fluido do xilema em plantas matrizes infectadas, as quais podem oferecer varas
contaminadas. Por exemplo, em um monitoramento de vinte meses, ramos infectados
retirados préximos ao apice da planta passaram de percentuais reduzidos (proximos de
zero) para 53% de infeccdo, em um mesmo nivel de incidéncia (55%) de segmentos
extraidos em um ponto distante do apice da planta (WHITEMAN et al., 2007). Além disso,
Lorena et al. (2001) mencionam que P. chlamydospora inicia a infeccdo pelas raizes e
requer nove meses para colonizar os primeiros 20-25 cm do tronco das plantas. O lento
processo do fungo no sistema vascular é devido as respostas de defesa da videira, tais

como producéo de tiloses e outras.

4.9) Medidas de controle da doencga de Petri em videira

Até o presente momento ndo ha medidas curativas para controlar a doenca depois de
instalada no vinhedo.

Segundo Camargo e Bergamin Filho (1995), o emprego da resisténcia genética no
controle de doencas vegetais representa um dos mais significativos avangos tecnologicos da
agricultura. O uso de cultivares resistentes € o método de controle preferido pelos
agricultores, por ser mais barato e de facil utilizacéo.

Com relacdo a potenciais fontes de resisténcia & doenca de Petri, um numero
significativo de estudos (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011) indica que os principais porta-
enxertos e copas de videira sdo suscetiveis aos fungos causadores da doenga. No entanto,
nos trabalhos envolvendo inoculagdo artificial dos patégenos da doenca de Petri,
detectaram-se contrastes entre tais suscetibilidades dos principais porta-enxertos e copas
de videira, com destaque para as menores suscetibilidades do gendétipo 161-49 Couderc e

cruzamentos entres V. riparia x V. berlandieri (GRAMAJE et al., 2010). H& porta-enxertos de
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videira brasileiros desenvolvidos e em desenvolvimento, tanto no IAC Frutas/APTA, quanto
na Embrapa Uva e Vinho, que ainda ndo foram testados quanto a resisténcia a doenca de
Petri.

Os tratamentos com Trichoderma (Trichopel™/Trichoflow™), controle biolégico,
mostraram-se ineficientes ou inconsistentes, pois preveniram a infecgdo por P.
chlamydospora em, apenas, uma estacdo. Uma possivel razdo para isso pode estar
relacionada a colonizacdo sistémica ineficiente nas extremidades das estacas dos porta-
enxertos, como foi demonstrado pelo baixo percentual de reisolamentos, em plantas
tratadas, por esse agente de controle biolégico (HALLEEN et al., 2007). No entanto,
plantando-se material sadio e protegendo, ano a ano, locais de poda com Trichoderma, tal
tratamento poderd ser eficaz em manter o vinhedo sadio.

O tratamento padréo de porta-enxertos dormentes e explantes consiste em submergir
estacas em agua quente (HWT, heat water treatment, 50°C por 30 minutos). Publica¢cdes do
inicio da ultima década parecem assegurar que tratamentos térmicos com essa duracao
seguramente inibem a maioria dos patdégenos fangicos e bacterianos, e ndo danificam
gemas - brotos. No entanto, mais recentemente, os autores (GRAMAJE; ARMENGOL,
2011) mostraram-se mais cautelosos a respeito do risco de dano térmico as partes
meristematicas de explantes de videira, promovido pelo tratamento HWT.

Aparentemente, a redugao da “doenca de Petri” promovida por HWT, com resfriamento
(HALLEEN et al., 2007), demonstrou, com clareza, o potencial dessa medida de controle
para erradicacdo dos patdgenos que causam infeccdes em material propagativo, um fator
crucial para a dispersédo da doenca no campo.

No inicio, o tratamento térmico foi recomendado para erradicacdo de Phytophthora
cinnamomi (VON BROEMBSEN; MARAIS, 1978), P. chlamydospora (FOURIE; HALLEEN,
2004) e Meloidogyne javanica (BARBERCHECK, 1986), em estacas dormentes. No entanto,
de maneira oposta, considerando-se os patdogenos da “doenca de Petri’, também ha relatos
de insucesso no uso do tratamento térmico para tal controle (WHITING et al., 2001;
ROONEY et al., 2001).

Dessa forma, parece que a questdo do tratamento térmico, em propagulos de plantas
de videira, apresenta contradicbes e precisa de validacdo, visando a sua recomendacéo
como uma estratégia integrada de manejo da doenga, em viveiros de plantas de videira e de
producdo de mudas.

Na Africa do Sul, Halleen et al. (2007), por duas estacdes consecutivas de cultivo de
videira, utilizaram produtos quimicos, biolégicos e fisicos para o controle de P.
chlamydospora e Phaeoacremonium spp. Os autores verificaram a influéncia das condicbes

ambientais das esta¢cGes de 2002 a 2003 e de 2003 a 2004 sobre as respostas de incidéncia
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da doenca, nas plantas jovens de videira. No entanto, niveis mais elevados de incidéncia da
doenca foram evidenciados por porta-enxertos de controle tratados com agua (média de
21,7% de 2003 a 2004), em ambas as esta¢fes. Todos os tratamentos (incidéncia média
entre 0 e 10,7%) promoveram reducgdo (a maioria nao significativa) de infeccdes em porta-
enxertos e raizes, excetuando-se a mistura de Trichoderma harzianum, Trichoflow-T
(18,0%) e flusilazole (15,3%).

4.10) Solarizagao e Biofumigacéao

A solarizagdo € um método desenvolvido por Katan (1976), que consiste, basicamente,
na cobertura do solo umedecido em pré-plantio, com um filme plastico transparente, durante
o periodo de maior radiacdo solar (verdo), sendo relatada como eficiente no controle de
diversos fitopatdgenos de solo (AMBROSIO, 2006).

Este método atua na inativacdo dos patdgenos, através de efeitos diretos, causados
pelas altas temperaturas, e indiretos, favorecendo o controle bioldgico e a supressividade do
solo (SOUZA, 1994). Porém, de acordo com alguns pesquisadores, essa técnica, quando
utilizada isoladamente, ndo controla efetivamente alguns fungos fitopatogénicos habitantes
do solo como Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum e Plasmodiophora brassicae
(SOUZA ; BUENO, 2003). Uma das medidas que vem sendo utilizada e que potencializa o
uso deste método de controle e que, ainda, diminui 0 tempo necessario para 0 processo, € a
incorporacdo de partes vegetais de culturas especificas ao solo seguida de solarizacdo
(GAMLIEL ; STAPLETON, 1993a; SOUZA, 2004; SOUZA ; BUENO, 2003; AMBROSIO,
2006; AMBROSIO et al.; 2008).

Entre os materiais vegetais, as brassicas, em especial, qguando em associagdo com a
solarizacdo, sdo umas das mais pesquisadas e possiveis de serem empregadas para o
controle de doengas causadas por fitopatégenos de solo (SUBBARAO ; HUBBARD, 1996;
MORRA ; KIRKEGAARD, 2002). H& relatos na literatura de uma série de patdgenos
afetados por esta associagdo: Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans (RAMIREZ-
VILLAPUDUA ; MUNNECKE, 1988), Pythium ultimum e Sclerotium rolfsii (GAMLIEL ;
STAPLETON, 1993), entre varios outros fungos fitopatogénicos, citados por Souza (2004),
como Aphanomyces euteches, Didymella brioniae, F. oxysporum f. sp. asparagi, F.
oxysporum f. sp. lycopersici, M. phaseolina, Pyrenochaeta terrestris, Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, Sclerotium cepivorum e Verticillium dahliae.

Em geral, membros da familia das brassicas contém, em sua composi¢cao, uma grande
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guantidade e variedade de glucasinolatos (ROSA et al.,, 1997). Os glucasinolatos séo
compostos sulfaricos formados por um grupo de tioglicose, um variavel carbono pertencente
ao chamado grupo “R” e um oxido sulfatado. Estes compostos sdo nomeados de acordo
com a estrutura do seu grupo “R” - aproximadamente cerca de 100 diferentes tipos de
glucasinolatos ja foram identificados, em diferentes tecidos vegetais (DUNCAN, 2001). Os
glucasinolatos sao hidrolisados por enzimas especificas, as mirosinases, no processo de
decomposicdo dos residuos vegetais, gerando uma série de compostos volateis como o0s
aldeidos formaldeido e acetaldeido e compostos de enxofre, incluindo tiocianatos e
isotiocianatos (GAMLIEL ; STAPLETON, 1993b). Estes compostos volateis, em especial o
isotiocianato, quando emanado pela rapida degradagédo do material e retido na superficie do
solo, pela cobertura pléastica no processo de solarizagdo, atua, comprovadamente, como
substancia fungicida, sendo letal a varios fitopatdgenos de solo como observado por
diversos autores (LODHA et al., 1997).

Portanto, a solarizagdo, e a solarizacdo associada a prévia incorporagéo de brassica
(biofumigacéo), poderdo ser testadas em estacas de videira infectadas com os patdgenos
da doenca de Petri, com o intuito de controlar os mesmos, sem danificar o material para

posterior plantio.
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5. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Fitopatologia do
Centro Experimental Central do Instituto Biologico / APTA.

5.1) Levantamento de ocorréncia de doenca de Petri na videira ‘Niagara Rosada’
no estado de Sao Paulo

5.1.1) Coleta de plantas de videira e pré-processamento

Plantas de videira ‘Niagara Rosada’, com suspeita de doencga - declinio, foram
coletadas em propriedades viticolas localizadas nos municipios de Jales (20° 12.376 S e 50°
36.190 W), Jarinu (23° 07.761’ S e 46° 40.951’ W), Jundiai (23° 07.830’ S e 46° 56.853’ W),
Indaiatuba (23° 07.958" S e 47° 09.538 W), Louveira A (23° 06.716" S e 46° 54.857° W),
Louveira B (23° 05.800’ S e 46° 55.625' W), Porto Feliz (23° 17.546’ S e 47° 28.252’ W), Sao
Miguel Arcanjo (23° 49.750’ S e 47° 59.008' W) e Vinhedo (23° 02.430’ S e 46° 58.886 W),
no estado de S&o Paulo. As plantas apresentavam 0s seguintes sintomas: atraso no
desenvolvimento, baixo vigor, entrenés curtos, folhas amareladas, murchas ou com clorose
e, ainda, baixa producédo de uva, cachos pequenos e diametro de tronco fino (declinio). Além
destes sintomas, na regido do colo, as plantas apresentavam ou nao pontuacfes escuras e
exsudacdes no seu sistema vascular (Figura 06). Foram coletadas trés plantas na
amostragem, ao acaso, por propriedade.

Foram retirados fragmentos do sistema vascular da regido do colo das trés plantas. O
material passou ou ndo por procedimentos de desinfestacdo superficial (30 segundos em
solucéo de alcool a 70%, um minuto em solug&o de hipoclorito de sodio a 1,5%, retirada do
excesso de hipoclorito de sédio imergindo os fragmentos em agua destilada esterilizada e
secagem dos fragmentos em papel de filtro estéril), sendo, posteriormente, cortados em
fragmentos menores (cinco mm), misturado o material das trés plantas e plaqueados, ao

acaso, em trés diferentes meios de cultura para o isolamento.
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Figura 06: Sintomas em videira observados no campo: (A) folha com clorose, (B) planta com baixa
produtividade ou sem nenhum cacho e (C) sistema vascular da planta com pontuacdes escuras e

exsudacdes, na regido do colo.

5.1.2) Isolamento de fitopatégenos da doenca de Petri da videira ‘Niagara

Rosada’

Os meios de isolamento dos fitopatégenos da doenga de Petri da videira ‘Niagara
Rosada’ consistiram na utilizacdo de placas de Petri contendo os meios de cultura Agar-
Agua (AA), Batata-Dextrose-Agar (BDA) e, também, iscas de maca-verde (BRAYFORD,
1993).

Para a isca com macéa-verde (BRAYFORD, 1993), os fragmentos de maca foram
cortados e, também, passados por desinfestacdo superficial. Os fragmentos ficaram por
cinco minutos na solucdo de hipoclorito de sodio a 1,5%. Em seguida, as iscas foram
colocadas sobre laminas de vidro e este conjunto foi introduzido no interior de placas de
vidro contendo papel de filtro. Todo o conjunto foi previamente esterilizado. Os fragmentos
da videira desinfestados e ndo desinfestados ficaram, portanto, em um sanduiche de
fragmentos de maca-verde, nas placas de vidro. O papel de filtro foi umedecido com agua
destilada esterilizada, com o intuito de se formar camara Umida e facilitar a germinacéo de
eventuais estruturas de fungos nos fragmentos. Todo o conjunto ficou incubado,
inicialmente, por um periodo de sete dias. Apés isso, os fragmentos de maca, colonizados
por fungos, foram transferidos para placas de vidro contendo o meio de cultura BDA.

Para as metodologias com placas contendo os meios de cultura AA e BDA
(BRAYFORD, 1993), os fragmentos de videira desinfestados ou nédo, foram plagueados
diretamente na superficie destes meios de cultura. Para as placas com AA, apds incubacéo
por sete dias, as col6nias crescidas foram repicadas, posteriormente, para placas de vidro
contendo o meio de BDA (Figura 07).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, contendo trés
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tratamentos (trés métodos de isolamento), oito repeticbes e cada repeticao representada por

uma placa de cada meio de isolamento, com quatro fragmentos.

Figura 07: Amostra composta de plantas da videira ‘Niagara Rosada’ com fragmentos do sistema
vascular da regido do colo, passadas ou ndo pelo processo de desinfestagcéo superficial e fragmentos
menores plagueados nos meios de cultura AA (A), BDA (B) e isca de maca verde (C).

As placas com os trés meios de isolamento foram incubadas em estufa tipo BOD, a
23°C, com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

Tanto as placas contendo iscas de magéa-verde colonizadas e plaqueadas em meio de
cultura BDA, quanto as colénias de AA foram repicadas posteriormente para 0 meio de
cultura BDA, bem como os fragmentos plaqueados diretamente em BDA, ficaram incubadas
nestas condi¢des, por um periodo total de 21 dias - periodo necessario para a formacao da
coloracdo tipica das colbnias dos fungos no meio. Apés esse periodo, foi efetuada a
avaliacdo de incidéncia ou ndo dos fungos e anotada a porcentagem de incidéncia, tanto por
placa, quanto por fragmento (Figura 08).

Para a avaliacéo correta foi colocado um fragmento da col6nia sob uma gota de agua
destilada em uma lamina de vidro. Uma laminula foi depositada sob a colénia e o conjunto
foi avaliado em microscopio 6tico, com o intuito de se encontrar conidios, conidi6éforos ou

clamidésporos caracteristicos dos fungos da doenga de Petri.
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Figura 08: Isolamento de patégenos da doenga de Petri da videira ‘Niagara Rosada’ - placas com os
trés meios de isolamento (BDA, AA e isca de macgéd-verde) incubadas em estufa tipo BOD, a 23°C,

com fotoperiodo de 12 horas.

5.1.3) Identificagdao molecular de fungos isolados da videira ‘Niagara Rosada’,

com sintomas de doenca de Petri e sua preservagao

Para a identificacdo molecular de isolados de fungos obtidos, extraiu-se o seu DNA,
seguindo-se 0 método CTAB descrito por Doyle; Doyle (1987). A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), para a amplificacdo da regido ITS-5.8S do rDNA, foi realizada com os
oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5 — TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3') e ITS4 (5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3) (WHITE et al.,, 1990). Fragmento dos genes
codificadores do fator de elongacdo (EF) foi amplificado com o par de primers EF1
(ATGGGTAAGGARGACAAGAC) e EF2 (GGARGTACCAGTSATCATGTT) (O'DONNELL et
al., 1998), sendo o gene da beta tubulina (B Tubulin) com o par de primers Bt2a
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e Bt2b (ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) de
Glass e Donaldson (1995).

As reacdes foram efetuadas em termociclador PTC100 (MJ Research) de acordo com
a seguinte programacdo: desnaturacéo inicial a 94°C/2 min, 40 ciclos de 94°C/30 s —
54°C/30 s — 72°C/60 s, extenséo final a 72°C/4 min. Os produtos de PCR foram purificados
por precipitacdo com polietilenoglicol, segundo protocolo descrito por Schmitz; Riesner
(2006).

O sequenciamento foi realizado pelo método de terminacao de cadeia com o reagente
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BigDye 3.1 (Applied Biosystems) e sequenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems).
Apds o0 sequenciamento, construiu-se a arvore filogenética com a sequéncia dos
isolados mais sequéncias de diferentes géneros de fungos incidentes em videira, obtidas no
GENBANK/NCBI.
Apoés a identificagdo molecular dos fungos, estes foram preservados no método de
preservacdo Castellani, modificado por Figueiredo (1967) e, também, em tubos de ensaio
contendo meio de cultura BDA e posterior adi¢cdo de 6leo mineral estéril (Figura 09).

FIGURA 09: Métodos de preservacéo dos fungos obtidos no isolamento da videira ‘Niagara Rosada’
com sintomas de declinio: (A) Castellani e (B) tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA com
adicdo de 6leo Nujol®.

5.1.4) Analise dos dados de ocorréncia de doen¢a de Petri na videira ‘Niagara

Rosada’

Utilizou-se a analise descritiva para avaliar os dados de ocorréncia da doenca de
Petri em ‘Niagara Rosada’ em propriedades dos municipios de Jundiai, Jales, Sdo Miguel
Arcanjo, Porto Feliz, Vinhedo, Jarinu e Indaiatuba do estado de S&o Paulo. A doenga de
Petri foi considerada em determinada localidade se em um Unico fragmento da planta,
plaqueado, de todas as metodologias testadas, houvesse crescimento de uma Unica coldnia
de um fitopatégeno da doenca de Petri.

Para determinar o melhor meio de cultura de isolamento dos agentes causais aplicou-
se a analise estatistica ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis, complementada com o teste de
multiplas comparacBes de Dunn e para verificar a eficacia do processo de desinfestacao
superficial nas amostras nos diferentes meios testados, aplicou-se a analise nao-

paramétrica de Mann-Whitney. Todos os testes foram aplicados com 1% de probabilidade.
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5.2) Teste de patogenicidade dos fungos obtidos de videira ‘Niagara Rosada’,

com sintomas da doenca de Petri

Antes de realizar o teste de patogenicidade, as mudas de videira ‘Niagara Rosada’,
enxertas no porta-enxerto IAC766, com idade de 1 ano e meio, que foram obtidas da CATI
de S&o Bento do Sapucai, SP, foram analisadas para saber o nivel de sua sanidade. Para
tanto, o processo de isolamento foi semelhante ao do item 5.1.2, com a diferenca que foram
apenas plaqueados fragmentos diretamente no meio de cultura BDA. Apo6s 21 dias de
incubacao, constatou-se que as mudas estavam sadias.

No teste de patogenicidade foi utilizado somente dois isolados, um de Phaeomoniella
chlamydospora e outro de Phaeoacremonium aleophilium, ambos obtidos de propriedade do
municipio de Jundiai/SP. Estes dois géneros sdo os principais agentes causais da doenca
de Petri. Além disto, estes dois isolados foram utilizados porque ambos foram considerados
como padrdo de cada género e espécie, no levantamento da doenca no estado de S&o
Paulo.

Para a producédo de in6culo dos fungos P. chlamydospora e P. aleophilium, foram
utilizadas placas de Petri contendo o meio de batata-dextrose-agar (BDA) + oxitetraciclina
(0,05 mg/mL), incubando-se 0s mesmos em cémara de crescimento a 23°C, com
fotoperiodo de 12 horas, por 30 dias.

As mudas de videira foram infectadas artificialmente com o in6culo dos fungos na
regido do colo, mais precisamente a 15 mm acima da superficie do solo. Para tanto, um
ferimento circular na regido do colo foi feito com auxilio de um furador metélico de rolhas
(0,5 cm de diametro) e, em seguida, um disco circular de BDA colonizado pelos fungos foi
depositado sob o ferimento (0,5 cm de didametro). Gaze estéril umedecida também com
adgua destilada esterilizada foi depositada sob o disco de BDA e tudo foi fixado com
parafilme. O tratamento controle consistiu de disco de BDA sem os fungos (Pinto, 2010).

O delineamento do ensaio foi inteiramente ao acaso, contendo dois tratamentos
(inoculado e nao inoculado) com 10 repetigdes, sendo a repeticdo uma muda de ‘Niagara
Rosada’ em saquinho. As mudas foram regadas diariamente e mantidas em casa-de-
vegetacdo sem controle de temperatura, por quatro meses, para propiciar a colonizagéo dos
fungos no sistema vascular, segundo metodologia descrita por Pinto (2010).

Os parametros de avaliagdo foram a incidéncia de sintomas da doenga nas mudas e a
sua severidade, medida por meio do crescimento do fungo (cm) - estrias escuras no sistema
vascular, a partir do ponto de inoculacdo em direcdo ao sistema radicular, com o auxilio de

uma régua milimétrica (Pinto, 2010).
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Os dados do comprimento das estrias dos fungos nas mudas foram analisados
estatisticamente pelo programa ASISSTAT, ap6s os dados serem normalizados através da

transformagao Vx+0,5, utilizando o teste de Scott-Knott, com nivel de 5% de probabilidade.

5.3) Local de colonizagcdo natural e predominante dos fungos da doenca de Petri,

em diferentes partes da videira ‘Niagara Rosada’

5.3.1) Coleta de plantas da videira ‘Niagara Rosada’ com doenga de Petri

Trés plantas doentes e inteiras de ‘Niagara Rosada’, com dois diferentes porta-
enxertos (no caso IAC 766 e Riparia do Travil), foram coletadas, ao acaso, em uma
propriedade viticola, no municipio de Jundiai (23° 07.830’ S e 46° 56.853' W), Sao Paulo,

com histoérico de deteccdo da doenga no local.

5.3.2) Processamento, avaliagdo e andlise estatistica dos dados

Fragmentos do sistema vascular de cada planta da videira ‘Niagara Rosada’ coletada e
de trés partes diferentes de cada uma delas foram removidos, a saber: colo, parte média (40
cm acima da regiao do colo) e parte aérea (40 cm acima da parte média) (Figura 10). Os
fragmentos foram desinfestados, conforme o item 5.1.2, com a diferenca que foram apenas

plagueados no meio de cultura BDA.
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Parte aérea

Parte média
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Figura 10: Detalhe das trés partes diferentes da videira ‘Niagara Rosada’ amostradas: colo, parte

média (40 cm acima da regido do colo) e parte aérea (40 cm acima da parte média).

O estudo da incidéncia dos fungos da doenca de Petri, por placa de Petri, foi realizado
para se averiguar em qual parte da planta hd a prevaléncia dos mesmos e se ha ou néo
influéncia de eventuais porta-enxertos; assim foi feito um delineamento considerando-se
dois porta-enxertos com trés plantas randomizadas em cada porta-enxerto e avaliadas em
trés partes (colo, meio e aéreo). Cada repeticao das partes das plantas foram representadas
por cinco placas de Petri, contendo quatro fragmentos plaqueados, assim totalizando 15
repeticbes por planta.

As placas com os fragmentos foram incubadas em estufa tipo BOD, a 23°C, com
fotoperiodo de 12 h de luz, por um periodo total de 21 dias.

O percentual do crescimento ou ndo dos fungos causadores da doenca de Petri por
placa foi analisado utilizando-se a técnica de variancia ndo-paramétrica para o modelo de
medidas repetidas em grupos independentes, complementada com o teste de comparacoes

multiplas de Dunn (ZAR, 2009), considerando-se o nivel de 5% de significancia.

5.4) “Screening” para verificar resisténcia de porta-enxertos para ‘Niagara
Rosada’ ao fungo Phaeomoniella chlamydospora

Foi instalado um ensaio em blocos casualizados, contendo, ao todo, seis blocos e
cada bloco com nove porta-enxertos: IACs 313 “Tropical”: cruzamento do porta enxerto
Golia com a espécie Vitis cinerea; 572 “Jales”. cruzamento entre V. caribaea com a
variedade de porta enxerto Riparia x Rupestris 101-14 (RR 101-14); 571-6 "Jundiai”:
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cruzamento de Pirovano 57 (Bicane x Poeta Matabom) com a espécie tropical V. caribaea;
766 "Campinas” - cruzamento do porta-enxerto Riparia do Travil com a espécie tropical V.
caribaea; Riparia do Traviu“106-8 Mgt”: cruzamento Riparia x Cordifolia-Rupestris n°. 1 De
Grasset; Riparia Gloire de Montpellier: originario de sementes de V. Riparia; Golia:
cruzamento entre (V. vinifera x V. riparia) com V. rupestris; SO4: porta-enxerto V. berlandieri
- V. Riparia e Paulsen: Berlandieri x Rupestris 1103, cruzamento de Berlandieri Rességuier
n°. 2 com o porta-enxerto Rupestris Du Lot.) para ‘Niagara Rosada’, com cinco repeticdes,
sendo a repeticdo representada por um vaso de dois litros, contendo uma planta inoculada
com um isolado agressivo do fungo P. chlamydospora. O tratamento testemunha consistiu
das mesmas plantas, no mesmo nuamero de repeticdes, mas sem o fungo, totalizando 540
plantas no ensaio.

Esse ensaio foi instalado em casa-de-vegetacdo no IAC Frutas/APTA, que fica
localizado no municipio de Jundiai-SP.

A metodologia de inoculagédo e de desenvolvimento do patdbgeno nos porta-enxertos,
foram feitas conforme o item 5.2. O parametro avaliado foi a medicdo do comprimento da
estria escura causada pelo fungo no sistema vascular, em centimetros, a partir do ponto de
inoculacéo (regido do colo) em direcdo ao sistema radicular e, também, do ponto de
inoculacéo (regido do colo) até a parte area da planta, com auxilio de uma régua milimétrica
(Figuras 11 e 12).

Para comprovar o papel do fungo na patogenicidade, fragmentos das estrias foram
retirados de uma planta de cada porta-enxerto e de cada bloco, ao acaso; apds processo de
desinfestacdo e plagueamento, sendo a mesma metodologia adotada no item 5.1.2, com a
diferenca que foram apenas plaqueado no meio de cultura BDA (quatro repeticbes/planta).
Isto foi feito com o intuito de atestar a incidéncia de P. chlamydospora nas plantas e de se
completar os postulados de Kock, para a afirmagcdo de que aquelas estrias nos porta-
enxertos foram causadas pelo principal patégeno causador da doenca de Petri, o fungo P.

chlamydospora.

ﬂ(."'ﬁ . e S ‘ /@A .
Figura 11: Método de inoculacdo do fungo Phaeomoniella chlamydospora nos porta-enxertos de
videira. (A) Ferimento no colo da planta; (B) Disco de micélio contendo o fungo Phaeomoniella
chlamydospora na gaze umedecida com agua destilada; (C) Discos sendo colocados no ferimento no
colo da planta; (D) Disco de micélio fixados com parafime e (E) Plantas inoculadas na casa-de-
vegetacao, para propiciar a coloniza¢cdo do fungo no sistema vascular, no periodo de quatro meses.
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Figura 12: Comprimento da estria escura em videira causada pelo fungo Phaeomoniella
chlamydospora no sistema vascular, do ponto de inoculagdo (colo) até as raizes.

Considerando o bloco como as médias das repeti¢cdes, os dados de comprimento das
estrias escuras por porta-enxerto (cm) foram analisados pela técnica da analise de variancia
para o experimento em blocos casualizados, complementada com o teste de comparacgéo

multiplas de Tukey (ZAR, 2009), considerando-se o nivel de 5% de significancia.

5.5) Solarizagédo, Biofumigacdo e Termoterapia para desinfectar o porta-enxerto
de videira IAC 766 de ‘Niagara Rosada’ do fungo Phaeomoniella chlamydospora e o
efeito destas técnicas no desenvolvimento do sistema radicular

5.5.1) Solarizacéo, Biofumigacdo e Termoterapia para desinfectar o porta-enxerto
de videira IAC 766 de ‘Niagara Rosada’ do fungo Phaeomoniella chlamydospora

O mesmo isolado do fungo P. chlamydospora utilizado no ensaio do item 5.4 foi
multiplicado em meio cultura BDA, por 30 dias, em BOD regulada para 23°C, com

fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, visando a produc¢éo de indculo.

Mudas sadias de videira ‘Niagara Rosada’, com idade de 1 ano e meio, foram
plantadas em saquinhos com solo solarizado foram adquiridas na CATI de Sdo Bento do
Sapucai-SP. As mudas foram inoculadas com o isolado do fungo P. chlamydospora da

mesma maneira que no ensaio do teste de patogenicidade (item 5.2).

Apds 4 meses de colonizagcdo das mudas, o ensaio propriamente dito foi instalado em
condi¢des de laboratério, em microcosmo mantido dentro de estufas tipo BOD, reguladas as
temperaturas de 37+2°C e 23+2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz (BUENO et al., 2004;
AMBROSIO, 2006). A temperatura de 37+2°C acelera a decomposicdo da brassica que foi

utilizada no ensaio e, também, simula a temperatura média do solo em campos solarizados,
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nos meses de verdo, especificamente em Botucatu — SP (BUENO et al., 2004). A época do
verdo é a mais propicia para instalacdo da técnica de solarizacdo. Com isso, é possivel
simular o processo de solarizacdo do solo e solarizagdo + brassica (biofumigag&o), em
condic¢des laboratoriais.

Assim, as parcelas experimentais do ensaio consistiram de microcosmos, previamente
desenvolvidos e testados por Bueno et al. (2004) e Ambrosio (2006). Segundo estes
autores, o microcosmo constitui-se de dois recipientes de vidro, com capacidade de trés
litros e meio e com uma tampa vazada por meio de um furo de 15 cm de didametro. Essa
abertura na tampa permite a passagem de um tubo de silicone que interliga os dois
recipientes.

Em um dos recipientes de vidro colocou-se solo de barranco, devidamente
caracterizado (Tabela 03) e umedecido (20%) com agua destilada esterilizada e com adicdo
ou ndo de couve (Brassica oleracea var. acephala L.) triturada, na proporgéo de trés quilos
de solo (dois litros) mais 60 gramas de couve, de forma a proporcionar uma altura de 15
centimetros de material no microcosmo. A caracterizagdo da couve encontra-se na Tabela
04.

Tabela 03. Composi¢do mineral (macro e micronutrientes), pH e matéria organica (M.O.) do solo de

barranco.
pH M.O.  Presina AI® H+Al K Ca Mg SB CTC S B Cu Fe Mn Zn
3 g - mmol/dm® --------- I mg/dm>--------
caCl, g/dm™ mg/dm o L
4,3 10 12 5 28 10 2 2 5 33 15 7 0,14 0,3 9 2,2 0,2

Tabela 04. Composi¢do mineral (macro e micronutrientes) do material de couve (Brassica oleracea
var. acephala L.).

Macronutrientes Micronutrientes .
Umidade
N P K Ca Mg S C Fe Mn Cu Zn B Al
g/Kg mg/Kg %
306 3,3 343 32,5 5,8 2,4 396,3 | 290,5 218,5 11,3 155,6 40,9 387,3 89,2

Além do tratamento contendo solo sem couve incorporada, houve um recipiente sem
incorporacéo de solo e sem incorporacao de couve.

Esses microcosmos com os tratamentos foram mantidos em estufa tipo BOD, regulada
para temperaturas de 37+2°C e 23+2°C (Figura 13).

Foram quatro tratamentos aplicados na desinfestacdo das mudas: tratamento 1 = solo
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+ couve a 37°C (biofumigacdo); tratamento 2 = solo — couve a 37°C (solarizagéo);
tratamento 3 = 37°C e tratamento 4 = 23°C. Esses tratamentos foram aplicados em periodos
de 1, 3 e 6 dias.

Em todos os conjuntos de recipientes de vidro, que formaram o microcosmo, um deles
foi ausente de solo de barranco, couve e de 4gua destilada esterilizada. Neste recipiente foi
colocado oito mudas sadias de ‘Niagara Rosada’, enxertadas no porta-enxerto IAC 766, que
foram infectadas com P. chlamydospora. Destas mudas, quatro foram utilizadas para
verificar o efeito dos tratamentos em cada periodo e a outra metade para verificar o efeito

dos tratamentos em cada periodo mais adicdo da termoterapia.

Figura 13: Conjunto de dois recipientes de vidros — o microcosmo, com tampas vazadas permitindo a
passagem de uma mangueira de silicone interligando os recipientes de vidros e seus tratamentos.
Detalhe do microcosmo mantido dentro de estufa tipo BOD, regulada para as temperaturas de
37+2°C e 23+2°C, visando ao controle do fungo Phaeomoniella chlamydospora, em mudas infectadas
da videira ‘Niagara Rosada’.

Para os tratamentos envolvendo uso de termoterapia (revisados por GRAMAJE;
ARMENGOL, 2011), um banho-maria contendo agua destilada foi regulado para 51°C. As

mudas ficaram totalmente imersas na agua por 30 minutos (Figura 14).
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Figura 14: Mudas de videira ‘Niagara Rosada’, que passaram pelos tratamentos de desinfec¢cdo em
diferentes periodos e depois submetidas a tratamento adicional de termoterapia em banho-maria com
agua destilada com temperatura regulada para 51+1°C.

O parametro avaliado em todos os tratamentos e em cada periodo de tempo foi o
controle do fungo nas mudas. Para tanto, ap0s a retirada das mesmas de cada tratamento e
de cada periodo de tempo, procedeu-se conforme os itens 5.1.2 e 5.1.3, com a diferenca
gue os fragmentos foram plaqueados apenas no meio de cultura BDA. Apés 21 dias de
incubagdo em BOD, a 23°C, com fotoperiodo de 12 horas de luz, contou-se o nimero de
colénias de P. chlamydospora desenvolvidas por fragmento (25%), totalizando 100% se em
todos os quatros fragmentos houvesse o crescimento do fungo.

Os dados do percentual de crescimento ou ndao de P. chlamydospora, nos fragmentos
por placa de Petri, foram analisados estatisticamente através do teste de associagdo de
Goodman, envolvendo contrastes entre e dentro de populagdes multinominais (GOODMAN
1964; 1965), considerando-se o nivel de 5% de significancia.

Apoés a finalizagdo do ensaio, um outro ensaio idéntico foi realizado, diferindo apenas
com relacdo aos periodos de tempo dos tratamentos, sendo neste ensaio 0s periodos com
7, 14 e 21 dias.

5.5.2) Efeito das técnicas de desinfec¢cdo do porta-enxerto IAC 766 para ‘Niagara
Rosada’ no desenvolvimento do sistema radicular

Os tratamentos e a montagem do ensaio foram idénticos aos do item 5.5.1, diferindo
apenas nos tempos aplicados nos tratamentos, que foram somente com 7, 14 e 21 dias.
Adotou estes periodos de tempos em fung¢do do sucesso do controle do fungo nas mudas

nestes tempos.

Neste ensaio, ao invés de mudas, oito estacas de videira do porta-enxerto IAC 766
contendo 2 a 3 gemas cada foram colocadas em um dos recipientes de vidro de cada
tratamento sem, estarem infectadas com o fungo P. chlamydospora.
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Apés a aplicagcdo dos tratamentos, as estacas foram plantadas no solo de um
canteiro com dimensdes de 4 x 15 metros. As dimensdes entrelinhas foi de 20 cm e entre
plantas de 12 cm. Apdés o plantio, o solo foi umedecido e, e seguida, 0 solo e as estacas
foram cobertas com restos de grama podada, com o intuito de manter a umidade e evitar o
ressecamento das estacas (Figura 15). Apos a germinacdo das primeiras gemas, 0s restos

de grama foram removidos.

Figura 15: Estacas do porta-enxerto de videira IAC 766, tratadas pelos tratamentos de desinfeccéo
mais termoterapia e que foram plantadas em canteiro, para observar o desenvolvimento do seu
sistema radicular.

O parametro avaliado nas estacas em cada periodo ap6s 40 dias do plantio foi a
formacgédo ou ndo do sistema radicular por repeticdo, por tratamento.

Os dados do percentual de formacédo de raizes, por repeticdo por tratamento, foram
analisados estatisticamente através do teste de associacdo de Goodman envolvendo
contrastes entre populacées multinominais (GOODMAN 1964), considerando-se o nivel de
5% de significancia.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1) Levantamento de ocorréncia da doenca de Petri na videira ‘Niagara Rosada’
no estado de Séo Paulo

Detalhes das localidades onde se encontrou a doenca de Petri e quais 0s
fitopatégenos detectados seguem: a) Vinhedo - predominou apenas Phaeomoniella
chlamydospora; b) Louveira na propriedade Louveira B, Jundiai, Jarinu e Porto Feliz -
constatou-se P. chlamydospora e Phaeoacremonium sp.; ¢) municipios de Jales e Sé&o
Miguel Arcanjo - apenas o Phaeoacremonium sp.; d) municipios de Indaiatuba e Louveira -
propriedade Louveira A - ndo houve o aparecimento de nenhum dos fungos (Tabela 05).

Constatou-se que a doenca de Petri encontra-se em muitos municipios produtores da
uva ‘Niagara Rosada’, caracterizando a dissemina¢do da doencga no estado de S&o Paulo
(Tabela 05).

Em todas as localidades onde se constatou a doenca de Petri, a detec¢cdo foi em
plantas jovens de ‘Niagara Rosada’, com média de até trés anos. Essa observagao
corrobora com as afirmacdes de Mostert et al. (2006) e Gatica et al. (2001), pois ambos
mencionaram que a doenca de Petri ocorre principalmente em vinhedos jovens.

Ambos os fungos apresentaram incidéncias iguais ao término do levantamento, mas
quanto a quantidade dos fungos por fragmentos, P. chlamydospora diferenciou-se de
Phaeocremonium spp. Isto faz jus a agressividade maior de P. chlamydospora frente ao
fungo Phaeoacremonium, conforme relatos de Halleen et al. (2007), Mostert et al. (2006) e
Mugnai et al. (1999).

Pode-se salientar ainda que entre as espécies de Phaeoacremonium sp., P.
aleophium é a mais amplamente distribuida e mais comum em videiras (SHECK et al., 1998;
MUGNAI et al., 1999; MOSTERT et al., 2006). No presente trabalho, essa espécie foi
encontrada com maior predominancia nos municipios visitados, confirmando os relatos
desses autores.

A variedade ‘Niagara Rosada’ é enxertada em diversos porta-enxertos e esta entre a
mais cultivada nos municipios do estado de S&o Paulo. Os porta-enxertos sao escolhidos
por serem vigorosos, se adaptarem a diferentes solos, alguns se adaptarem as condicbes
ambientais da regido Sudeste do Brasil e apresentarem afinidade com a copa (BUENO et
al., 2010; HERNANDES et al., 2010).

Os porta-enxertos Riparia do Travia, IAC 572, IAC 766 e Riparia Gloire
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apresentaram-se suscetiveis, tanto para o fungo P. chlamydospora, quanto para
Phaeoacremonium sp. (Tabela 05).

Tabela 05: Ocorréncia de Phaeoacremonium sp. e / ou Phaeomoniella chlamydospora na videira
‘Niagara Rosada’ enxertada em diferentes porta-enxertos, em oito municipios do estado de Sao Paulo
- Brasil.

Municipios Porta-enxertos Phaeoacremonium Phaeomoniella Presencada

sp. chlamydospora doenca

Louveira A IAC 766 -1 (0/192)° - (0/192) -

Louveira B IAC 572 +(2/192) + (5/192) +

Vinhedo IAC 766 - (0/192) +(25/192) +

Jundiai Ripéaria do +(2/192) + (35/192) +

Travia

Indaiatuba  Riparia Gloire - (0/192) - (0/192) -

Jarina IAC 766 +(13/192) +(5/192) +

Porto Feliz  Ripéaria Gloire + (6/192) +(23/192) +

Sédo Miguel Ripéaria do + (8/192) - (0/192) +
Arcanjo Travia

Jales IAC 572 +(20/192) - (0/192) +

Total de incidéncia 6 (51) 5(93)
Legenda: "+ = deteccdo dos agentes causais e presenca da doenca de Petri no municipio; - = nédo

9etecgéo dos agentes causais e auséncia da doenca de Petri no municipio.
numero de fragmentos com crescimento do agente causal pelo nimero total de fragmentos
plagueados.

Das metodologias utilizadas para isolar os fitopatdgenos da doenca de Petri, as que
apresentaram bom resultado foram nos meios de cultura BDA e AA -- BDA. Na metodologia
de isca com macad verde, o isolamento dos fungos nédo foi eficiente, pois ndo houve
crescimento dos agentes causais da doenca de Petri (Tabela 06). De acordo com Brayford
(1993), o patégeno que poderia crescer na isca de maca verde seria o fungo Cylindrocarpon
sp., causador da doenga pé preto na videira, que apresenta sintomas semelhantes a doenca
de Petri, pois este fungo pode afetar o sistema radicular como Pheomoniella sp. e

Phaeoacremonium sp.
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Tabela 06: Porcentagem de incidéncia de Phaeoacremonium sp. e / ou Phaeomoniella
chlamydospora por fragmento retirado do sistema vascular da regido do colo da videira ‘Niagara
Rosada’ de plantas de todos os municipios paulistas visitados e que foi plagueado em meios de

cultura diferentes, sendo os fragmentos passados ou nao por processo de desinfestacédo superficial.

Processo de Phaeoacremonium sp.

desinfestacao BDA AA -- BDA ISCA - BDA

superficial

Sim 3,1* a” AB® 45aB 0,0aA
(+0,0% (+25,0) (+0,0)

N&o 45aA 56aA 0,0aB
(+25,0) (£25,0) (+0,0)

Phaeomoniella chlamydospora

Sim 14,6 a® A® 13,5a A 0,0aB
(+50,0)* (+50,0) (+0,0)

Nao 1,0b AB 3,1bB 0,0aA
(£12,5) (+37,5) (20,0)

Legenda:” Média de porcentagem de incidéncia do agente causal por fragmento de todos os
municipios paulistas visitados no respectivo meio de isolamento; ? Letras minGsculas comparam o
processo de desinfestacdo superficial por meio de isolamento segundo o teste de Kruskal-Wallis,
complementado com o teste de multiplas comparac6es de Dunn com nivel de 1% de probabilidade;
3Letras mailisculas comparam os diferentes meios de cultura por processo de desinfestacédo
superficial segundo o teste de Mann-Whitney com 1% de probabilidade; * Mediana e semi-amplitude
interquartilica dos dados do percentual de incidéncia dos fungos nos fragmentos.

Para o fungo Phaeoacremonium sp. ndo houve diferencga significativa entre desinfestar
ou ndo as amostras, e os meios BDA e de AA -- BDA também néo diferiram entre si. Para
Phaeomoniella sp., as amostras desinfestadas diferiram das ndo desinfestadas e os meios
BDA e de AA -- BDA foram os melhores (Tabela 06). Para fins praticos, recomenda-se
desinfestar as amostras e depois plaquear diretamente em meio de BDA. No método de isca
e repicagem para BDA nao se isolou 0s agentes causais da doenca de Petri (Tabela 06).

Pinto (2010) realizou varios estudos com P. chlamydospora e procedeu isolamento do
fungo de material vegetal com desinfestac@o superficial utilizando solucao de &lcool a 70%,
solucao de hipoclorito de sédio a 7% e lavagem do material em 4gua destilada esterilizada,
seguido de secagem do mesmo em papel de filtro. O material desinfestado foi plaqueado em
meio de cultura BDA e as placas foram mantidas em BOD a 22°C por 15 dias. Os

procedimentos de desinfestagdo do material de S&o Paulo, como o uso de meio de BDA e a
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temperatura foram quase similares aos do trabalho de Pinto (2010). Quanto a temperatura
ideal de crescimento dos fungos, Whiting et al. (2001) obtiveram crescimento dos fungos P.
chlamydospora e Phaeoacremonium sp. em meio de cultura BDA e incubando-os em BOD
em diferentes temperaturas, e constataram que a faixa ideal de crescimento encontra-se de
25°C a 30°C.

Feliciano et al. (2004) verificaram na Califérnia (EUA) a suscetibilidade de trés
cultivares de videira aos fungos P. chlamydospora e P. aleophilum. Apés os procedimentos,
os fungos foram reisolados do sistema vascular dos cultivares, por meio de desinfestacéo
superficial do material vegetal em solucéo de hipoclorito de sddio a 0,5%, por trés minutos e
duas lavagens em agua destilada esterilizada. O material desinfestado foi plagueado em
meio de BDA e incubado a 24°C por até 10 dias. Diante destes relatos, os procedimentos de
isolamento adotados para os materiais de ‘Niagara Rosada’ do estado de Sao Paulo estao

de acordo com o que é utilizado no mundo.

6.1.1) Identificagcdo molecular dos patégenos causadores da doenca de Petri em

videira ‘Niagara Rosada’

Em todo o levantamento realizado, foram detectados apenas quatro isolados diferentes
dos agentes causais da doenca de Petri. No municipio de Jundiai, obteve-se o isolado tipico
de Phaeomoniella sp. (IBVD 01), detectado em muitas localidades e dois de
Phaeoacremonium sp. (IBVD 04 e IBVD 05). O isolado IBVD 05 foi detectado em todas as
localidades onde se constatou Phaeoacremonium sp. Além dos dois isolados tipicos de
Phaeoacremonium (IBVD 04 e IBVD 05), mais um isolado tipico deste fungo foi encontrado
no municipio de Jales, o IBVD 03.

No ensaio quanto a verificacdo do local de coloniza¢do natural dos fungos da doenca
de Petri em ‘Niagara Rosada’, detectou-se além de P. chlamydospora, também o fungo
Phialemonium dimorphosporum (IBVD 02).

Na regido nordeste do Brasil foram encontrados os fungos Phaeoacremonium
aleophilum e Phaeomoniella chlamydospora, por Correia et al. (2012), em plantas de videira
da variedade Isabel. Quanto & identificacdo dos fitopatégenos, Correia et al. (2012)
lancaram mao de caracteristicas morfolégicas (Mostert et al., 2006), e na identificacao
molecular sequenciaram a regidao ITS e partes do gene da B-tubulina, ndo utilizando
sequéncias do gene do fator de elongacéo (EF).

No presente trabalho, para identificar molecularmente os patdégenos encontrados,
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foram sequenciadas a regido ITS, partes do gene da [B-tubulina e do gene do fator de

elongacéo 1-a (EF).
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Phaeomoniella tardicola (GQ154599)
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Phaeomoniella prunicola (GQ154595)
Phaeomoniella dura (Phacomoniella dura)

IBVDO1 (KP213118)

Phaeomoniella chlamydospora (KF764535)

100

Phaeomoniella capensis (FJ372391)

Acremonium sp. (FJ571420)

—

anp IBVDO4 (KP213121)

Phaeoacremonium aleophilium (KF460428)
IBVDO5 (KP213122)

Phaeoacremonium viticola (JF275864)
Phaeoacremonium inflatipes (KF764564)
100 | /BVYDO3 (KP213120)

9 Phaeoacremonium venezuelense (KF764568)

63 Phaeoacremonium scolyti (KF764575)
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Lophiostoma sp. (GU827615)
Cadophora luteo-olivacea (DQ317327)

Figura 16: Arvore filogenética gerada por “Neighbour-joining” e construida com base em 1000

réplicas das arvores embasadas no algoritmo de “bootstrap”. Essa arvore ilustra os fungos de videira

obtidos nos municipios de Sdo Paulo com fungos de dois géneros e diversas espécies de videira

depositadas no GenBank-NCBI, a partir das sequéncias da regido ITS-5.8S rDNA dos mesmos. O

numero nas ramificagdes representa o valor de 1000 “bootstrap”. O isolado Pleurostomophora

richardsiae foi utilizado como “outgroup”.
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5g | Phaeoacremonium griseorubrum (KF764621)
Phaeoacremonium scolyti (764629)

Phaeoacremonium subulatum (KF764631)
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| IBVDO1 (KP213113)
791 Phaeomoniella chlamydospora (EU158820)
Pleurostomophora richardsiae (AY179914)

Figura 17: Arvore filogenética gerada por “Neighbour-joining” e construida com base em 1000
réplicas das arvores embasadas no algoritmo de “bootstrap”. Essa arvore ilustra os fungos de videira
obtidos nos municipios de Sdo Paulo com fungos de dois géneros e diversas espécies de videira
depositadas no GenBank-NCBI, a partir das sequéncias do fator de elongacdo do gene 1-a dos
mesmos. O numero nas ramificagbes representa o valor de 1000 “bootstrap”. O isolado
Pleurostomophora richardsiae foi utilizado como “outgroup”.



39

56 Phaeomoniella tardicola (KR260454)
59 Phaeomoniella zymoides (KR260455)
Phaeomoniella capensis (KR260449)
L &3 Phacomoniella effusa (KR260451)

| IBVD 01 (KP 213108)
100 Phaeomoniella chlamydospora (JX 679883)

42

IBVD 03 (KP 213110)
100 l Phaeoacremonium venezuelense (HQ 605012)

Phaeoacremonium inflatipes (AF 246805)
Phaeoacremonium parasiticum (AF 246804)

Phaeoacremonium scolyti (KC 013294)

ag Phaeoacremonium subulatum (EU 128092)
99 |: Phaeoacremonium australiense (EU 128069)

Phaeoacremonium mortoniae (KF 467605)

10p| Phaeoacremonium angustius (AF 246816)

89 | Phaeoacremonium vticola (HQ 700718)
7, 1BVD 04 (KP 213111)

86

Phaeoacremonium aleophilum (HQ 605018)

1001 1BVD 05 (KP 213112)

o Togninia minima (KF 467612)

Phaeoacremonium aleophilum (HQ 605024)

Pleurostomophora richardsiae (AY579334)

|
0.05

Figura 18: Arvore filogenética gerada por “Neighbour-joining” e construida com base em 1000
réplicas das arvores embasadas no algoritmo de “bootstrap”. Essa arvore ilustra os fungos de videira
obtidos nos municipios de Sdo Paulo com fungos de dois géneros e diversas espécies de videira
depositadas no GenBank-NCBI, a partir do gene da B-tubulina dos mesmos. O numero nas
ramificagdes representa o valor de 1000 “bootstrap”. O isolado Pleurostomophora richardsiae foi

utilizado como “outgroup”.
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Figura 19: Arvore filogenética gerada por “Neighbour-joining” e construida com base em 1000
réplicas das arvores embasadas no algoritmo de “bootstrap”. Essa arvore ilustra os fungos de videira
obtidos nos municipios de Sdo Paulo com fungos de dois géneros e diversas espécies de videira
depositadas no GenBank-NCBI, a partir das sequéncias da regido 1TS-5.8S rDNA dos mesmos. O
numero nas ramificagdes representa o valor de 1000 “bootstrap”. O isolado Pleurostomophora

richardsiae foi utilizado como “outgroup”.

De acordo com a Figura 16, as sequéncias da regido ITS do isolado IBVDO1l
(KP213118) apresentaram 100% de similaridade com o isolado Phaeomoniella
chlamydospora (KF764535). O isolado IBVD03 (KP213120) alinhou-se com o isolado
Phaeoacremonium venezuelense (KP764588). A respeito dos isolados IBVD04 (KP213121)
e IBVDO5 (KP213122), as sequéncias destes apresentaram similaridade com o isolado
Phaeoacremonium aleophilium (KF460428), mas essa similaridade n&o foi tdo alta quanto
ao do isolado IBVD 01.

Quanto as sequéncias do gene do fator de elongacao 1-a, a Figura 17 demonstra que
as sequéncias do isolado IBVD1 (KP213113) alinharam-se 79% com Phaeomoniella
chlamydospora (EU158820). O isolado IBVYD03 (KP213115) apresentou 86% de similaridade
com o isolado Phaeoacremonium venezuelense (KF764635). Os isolados IBVDO04
(KP213116) e IBVDO5 (KP213117) apresentaram 52% de similaridade com o isolado
Phaeoacremonium aleophilium (KF764608).

De acordo com a Figura 18, a sequéncia do gene de B-tubulina para o isolado IBVDO1
(KP213108) apresentaram 100% de similaridade com o isolado Phaeomoniella
chlamydospora (JX679883). O isolado IBVD03 (KP213110) alinhou-se 100% com o isolado

Phaeoacremonium venezuelense (HQ605012). Para as sequéncias do gene de B-tubulina,
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os isolados I1BVD04 (KP213111) apresentou similaridade de 67% com o isolado
Phaeoacremonium aleophilium (HQ605018) e o IBVYDO05 (KP213112) mostrou 64% com o
isolado Phaeoacremonium aleophilium (HQ605024).

Assim, o isolado IBVYD 01 foi identificado como P. chlamydospora, IBVD 03 como P.
venezulense e os isolados IBVD 04 e 05 como P. aleophilum (Figuras 16, 17 e 18).

De acordo com as sequéncias da regidao ITS, o isolado IBVD02 (KP213119)
apresentou 90% de similaridade com Phialemonium dimorphosporum (HM992502) (Figura
19), finalizando a sua identificacdo devido ao fato desta espécie ndo apresentar sequéncias
do gene do fator de elongacéo e do gene de 3-tubulina no GENBANK-NCBI.

Em 1998, o sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal de isolados de
Phaeoacremonium permitiu constatar grande divergéncia entre eles (DUPONT et al., 1998).
Isto j& evidenciava grande nimero de espécies dentro do género. Crous & Gams (2000) por
meio de sequenciamento da regido ITS e do gene da B tubulina dos isolados relataram pela
primeira vez 0 género Phaeomoniella e a espécie P. chlamydospora.

De acordo com os trabalhos de Dupont et al. (1998) e de Crous; Gams (2000), o
sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal dos isolados obtidos de ‘Niagara Rosada’
nos municipios do estado de Sado Paulo (Figuras 16 e 19) foi apropriado, mas ajudou
parcialmente na identificacao dos isolados ao nivel de género e espécie.

Nos trabalhos de Mostert et al. (2005); Graham et al. (2009) e Gramaje et al. (2009), a
partir do sequenciamento do gene de p-tubulina os autores conseguiram obter a
identificacdo dos isolados a nivel de género e espécie. Quanto aos isolados obtidos nos
municipios do estado de S&o Paulo (Figura 18), o sequenciamento do gene de B-tubulina
permitiu uma identificacdo melhor e definitiva, tanto ao nivel de género, quanto,

principalmente, por espécie.

6.2) Teste de patogenicidade com fungos isolados no levantamento de videiras

com sintomas de declinio

O teste de patogenicidade foi realizado com o isolado do fungo Phaeomoniella sp.
(IBVDO1), que foi devidamente identificado como Phaeomoniella chlamydospora (Figura 21).
Houve 100% de incidéncia deste fungo nas plantas inoculadas. A severidade média da
doenca foi de 7,9 cm, do ponto de inoculagdo (colo) em direcdo as raizes da planta. O
isolado do fungo foi reisolado das plantas inoculadas, comprovando ser o agente causal da

doenca. Plantas controle ndo apresentaram doenca (Tabela 07).
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Além de estrias escuras no sistema vascular da regido do colo, outros sintomas foram
observados, como auséncia de folhas, escurecimento do caule e menor desenvolvimento
das plantas, os mesmos sintomas constatados por Pinto (2010). No tratamento controle,
além de auséncia de estrias escuras, observou-se ocorréncia de folhas e nenhuma necrose
no caule das plantas (Figura 20), demonstrando a sanidade da planta.

Pinto (2010) utilizou sete isolados de P. chlamydospora para a realizacdo do teste de
patogenicidade e observou o resultado que ndo houve diferenca entre os isolados, mas sim
em relacdo a testemunha. Apos 4 meses, o comprimento médio das estrias escuras variou
de 9 mm (0,9 cm) a 17,8 mm (1,7 cm), obtendo uma média de 1,3 cm. Os resultados obtidos
pelo método de inoculagdo de disco de micélio revelaram que a dimensdo das estrias foi
maior, quando comparados ao método de inoculagdo com suspenséo de esporos (Pinto,
2010).

Comparando os dados do trabalho de Pinto (2010) com o do presente trabalho (Tabela
07), o comprimento médio das estrias escuras provocadas pelo isolado de P.
chlamydospora nas plantas (7,9 cm) foi maior do que a média dos setes isolados de Pinto
(2010), que apresentou uma média de 1,3 cm.

De acordo com Pinto (2010), quando se inocula plantas com discos de micélio, a
dimensao das estrias no sistema vascular € superior a obtida com suspensao de esporos.

Segundo os dados do trabalho de Sparapano et al. (2000), que utilizaram um método
semelhante ao de disco de micélio, P. chlamydospora ap6s 5 meses apresentou uma leséo
de cerca de 40 mm (4,0 cm), mas em videira com 6 anos de idade.

Pode-se evidenciar que outros ensaios relacionados com teste de patogenicidade
foram feitos utilizando incorporacao de in6culo do fungo em substrato de enraizamento de
estacas de videira, causando lesdes com uma dimensao média de 20 mm (2,0 cm), em um
periodo de 3 meses apos a inoculacdo (ADALAT et al., 2000).

Outro teste de patogenicidade foi realizado com o isolado do fungo Phaeacremonium
sp. (IBVD 05), identificado como Phaeacremonium alephilium (Figura 22). A severidade
média da doenca causada pelo isolado IBVD 05 nas plantas foi de 5,2 cm, do ponto de
inoculagédo (colo) em direcdo as raizes da planta (Tabela 07). O fungo foi reisolado das
plantas inoculadas, comprovando ser o agente causal da doenca.

Aroca; Raposo (2009) realizaram o teste de patogenicidade com varias espécies de
Phaeoacremonium (P. aleophilum, P. angustius, P. inflatipes, P. krajdenii, P. mortoniae, P.
parasiticum, P. scolyti, P. venezuelense e P. viticola) e Phaeomoniella chlamydospora, pois
sao suspeitos de causarem as doencas de Esca e de Petri. O teste foi realizado em mudas
e em estacas de videira e a inoculacao foi pelo método de suspensao de esporos. As mudas

foram mantidas em estufa com condicfes controladas e regadas periodicamente, para evitar
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a condicdo de estresse. Apds o tempo de 5 meses de inoculacdo, as plantas foram
avaliadas e observou-se que todas as espécies de Phaeoacremonium e Phaeomoniella
chlamydospora causaram uma descoloracdo no sistema vascular, mas Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeoacremonium mortoniae e Phaeoacremonium aleophilum causaram
reducdo do peso da raiz, comparado com as testemunhas. Os sintomas foliares, que
incluem clorose intervenal e folhas atrofiadas, foram causados pelos fungos
Phaeoacremonium parasiticum, Phaeoacremonium angustius, Phaeoacremonium inflatipes
e Phaeoacremonium venezuelense.

Hallen et al. (2007) isolaram varios fungos de plantas com doenca de Petri
(Acremonium cf. charticola, Acremonium cf. ochraceum, Cadophora Iuteo-olivacea,
Phialemonium cf. curvatum, Pleurostomophora richardsiae, Phaeoacremonium krajdenii,
Phaeoacremonium parasiticum, Phaeoacremonium subulatum, Phaeoacremonium
venezuelense e Phaeoacremonium viticola) e inocularam estes fungos juntamente com P.
chlamydospora, para realizar o teste de patogenicidade. Os ensaios foram realizados tanto
em casa-de-vegetagcdo, quanto em campo. Ao término do ensaio, constataram que o fungo
P. chlamydospora foi 0 mais agressivo perante os demais. No entanto, os demais patégenos
(Acremonium cf. charticola, Acremonium cf. ochraceum, Cadophora luteo-olivacea,
Phialemonium cf. curvatum, Pleurostomophora richardsiae, Phaeoacremonium krajdenii,
Phaeoacremonium  parasiticum, Phaeoacremonium  subulatum, Phaeoacremonium
venezuelense e Phaeoacremonium viticolaque) também foram capazes de infectar,
colonizar e causar leséo, diferindo do ensaio controle.

Em funcgé&o do relato de ocorréncia P. venezuelense em humanos por Mostert et al.
(2006), néo se realizou teste de patogenicidade com o isolado deste fungo (IBVD 03), obtido
de ‘Niagara Rosada’ do municipio de Jales, SP.

No presente trabalho (Tabela 07, Figuras 21 e 22), no teste de patogenicidade com os
isolados de P. chlamydospora, P. alephilum e a testemunha, o fungo P. chlamydospora se

destacou, confirmando as afirmacdes de Hallen et al. (2007) sobre este fungo.
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Tabela 07. Comprimento (cm) de estrias escuras causadas por Phaeomoniella chlamydospora e
Phaeoacremonium aleophilium no sistema vascular de mudas da videira ‘Niagara Rosada’ enxertadas

no porta-enxerto IAC 766 e que ficaram mantidas em casa-de-vegetacao por quatro meses.

N. Phaeomoniella Phaeoacremonium

Planta chlamydospora aleophilium Controle
1 7,5 8,5 0,0
2 7,7 2,2 0,0
3 9,5 9,3 0,0
4 9,4 7,0 0,0
5 9,0 7,3 0,0
6 1,0 3,2 0,0
7 9,8 4,5 0,0
8 10,0 1,8 0,0
9 9,3 55 0,0
10 6,3 2,7 0,0

Média 79a 52b 00c

Legenda: ‘Letras diferentes diferem entre, si segundo o teste de Scott-Knott com 5% de
probabilidade. CV = 25,1%.

Figura 20: (A) Planta de videira ’'Niagara Rosada’, enxertada em |IAC 766 exibindo sintomas de
doenca de Petri, com caule fino, escurecido e sem folhas. Ao lado, planta sem o fungo — sadia
(controle); (B) Local de inoculagdo dos fungos — regido do colo; (C) Detalhe de estrias escuras no
vaso a partir do ponto de inoculacdo em direcdo ao sistema radicular (indicagdo com seta e

paréntese).
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Figura 21: (A) Caracteristicas morfolégicas de um isolado de Phaeomoniella chlamydospora (IBVD
01), isolado de videira. Coldnia desenvolvida em meio de cultura de batata dextrose agar (20 dias);
(B) Conidios em aumento de 400 x; (C) Clamidésporos em aumento de 400 x (indicacdo com seta) e

(D) conidiéforo em aumento de 400 x.

Figura 22: (A) Caracteristicas morfologicas de um isolado de Phaeoacremonium aleophilium (IBVD
05), isolado de videira. Col6nia desenvolvida em meio de cultura de batata dextrose agar (20 dias);

(B) Conidios em aumento de 400 x.
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6.3) Local de colonizacdo natural dos fungos da doenca de Petri, em diferentes

partes da videira ‘Niagara Rosada’

Em plantas de videira ‘Niagara Rosada’ coletadas de uma reboleira com suposta
incidéncia da doenca de Petri foram detectados dois fungos diferentes responséaveis pela
doenca: Phaeomoniella chlamydospora (IBVDO1l) e Phialemonium dimorphosporum
(IBVDO02) (Tabela 08).

TABELA 08: Percentual de incidéncia dos fungos Phaeomoniella chlamydospora e Phialemonium
dimorphosporum em fragmentos retirados do sistema vascular de diferentes partes de ‘Niagara

Rosada’ enxertada em dois diferentes porta-enxertos.

Partes da planta

Patégenos Porta-enxerto
Aérea Média Colo
, Ripéria do Travit 0,0 (+0,0)* a2 A* 0,0 (x0,0)a A 25,0 (+25,0)aB
Phaeomoniella chlamydospora
IAC 766 0,0 (x0,0)a A 0,0 (+0,0)a A 50,0 (+50,0) a B
) ) ) Ripéria do Traviu 0,0 (#0,0)a A 0,0 (#0,0)a A 0,0 (x12,5)a A
Phialemonium dimorphosporum
IAC 766 0,0 (+0,0)a A 0,0 (+0,0)a A 0,0 (x0,0)a A

Legenda: "Mediana e semi-amplitude interquartilica dos dados da parte da planta
’Letras minGsculas: comparacao de porta-enxertos fixando parte da planta
%etras maitsculas: comparacao das partes da planta fixando os porta-enxertos
Teste de multiplas comparacfes de Dunn com nivel de 5% de significancia

As plantas de ‘Niagara Rosada’ enxertadas no porta-enxerto Riparia do Traviu
apresentaram infec¢Bes pelos dois fungos, tendo esses patdgenos colonizados apenas a
regido do colo, com destaque para o fungo P. chlamydospora. As plantas enxertadas no
porta-enxerto IAC 766 apresentaram infeccdo somente pelo fungo P. chlamydospora, tendo
esse fungo colonizado também apenas a regidao do colo (Tabela 08). Esses dois fungos
detectados (Figura 01) estdo relacionados com a doenca de Petri (MUGNAI et al., 1999;
HALLEEN et al., 2007). No Brasil ha relatos de ocorréncia da doenca no Rio Grande do Sul
(GARRIDO et al., 2004; ALMANCA et al., 2013) e no Nordeste (CORREIA et al., 2013).

O fungo P. dimorphosporum ficou restrito & regido do colo, mas em quantidade muito
baixa, que estatisticamente revelou ndo apresentar diferencas entre as outras partes
(Tabela 08).

Halleen et al. (2005) e Hallen et al. (2007) detectaram uma outra espécie de
Phialemonium, o Phialemonium curvatum em tronco de videiras jovens e aparentemente

saudaveis na Africa do Sul. Esses autores comprovaram que esse fungo € capaz de
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colonizar, sobreviver e causar lesdes no tronco de videiras, por meio de inoculagbes
artificiais. Isto denota que essa doenca é causada por um complexo de fungos.

Bettucci et al. (2002) investigaram em diferentes pontos do Rio Paran&-Brasil e do
estuario do Rio La Plata a composi¢édo de fungos no solo e encontraram varios géneros de
fungos e dentre eles o fungo Phialemonium dimorphosporum.

Lorena et al. (2001), por meio de exames microscopicos, relataram que P.
chlamydospora inicia infecgdo pelas raizes e requer nove meses para colonizar até 25 cm
do sistema vascular do colo das videiras. Esse progresso lento, segundo os autores, deve-
se as respostas de defesa das plantas de videira. Os autores comentam que a maior
frequéncia do fungo ocorre na regido do colo, e ndo nas partes superiores da planta. No
trabalho de Lorena et al. (2001), o fungo desenvolveu-se desde a raiz até cerca de 25 cm
acima do colo. No ensaio para detectar o local de colonizagéo natural e predominante dos
fitopatogenos da doenca de Petri, o fungo P. chlamydospora, em ‘Niagara Rosada’
enxertada em dois porta-enxertos diferentes ficou restrito a regido do colo (Tabela 08),
confirmando os relatos de Lorena et al (2001).

Acredita-se que a lenta colonizagdo dos patdgenos da doenca de Petri é devido,
também, ao seu crescimento lento. Para ilustrar isso, as colbnias de P. chlamydospora em
meio extrato de malte (MEA) atingiram um raio de 5-6 mm quando incubadas a 25°C, em 8
dias, na obscuridade (CROUS; GAMS, 2000), enquanto que 18 isolados do fungo do género
Cylindrocladium, quando cultivados em meio Czapeck por 7 dias a 25°C, atingem um raio de
até 33-77 mm (Aparecido et al., 2008). Da mesma forma, o fungo Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum, quando crescido em meio BDA por 7 dias a 20°C no escuro, atinge um raio de
18,3 mm (Teixeira et al., 2001), muito superior ao obtido com P. chlamydospora, apés o
mesmo periodo de incubacgéo. Assim, a defesa da planta (LORENA et al., 2001) e o lento
crescimento (CROUS; GAMS, 2000) de P. chlamydospora podem ser dois dos motivos
pelos quais P. chlamydospora se restringe ao colo das plantas.

Segundo Mostert et al. (2006), Surico et al. (2006) e Quaglia et al. (2009), as
principais fontes de inoculo dos fungos da doenca de Petri sdo materiais vegetativos
infectados (mudas), solos infestados e o indculo aéreo. Assim, as mudas devem ser alvo
importante no manejo da doenca, ou seja, deve-se obter mudas sabidamente sadias.
Mostert et al. (2006), citando varios autores, relataram que as plantas-maes de porta-
enxertos e garfos, que sdo utilizados no sistema de producdo de mudas, encontram-se
frequentemente infectados pelos fungos da doenca de Petri.

Recentemente, no estado de Sdo Paulo aumentou-se a necessidade de se fazer a
enxertia alta e, consequentemente, dificultar a entrada do patégeno no local de enxertia.

Além do local de enxertia, Oliveira et al. (2004) chamam a atencéo da protecao das feridas
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de poda, que € outro local de entrada dos fungos, por meio de esporos disseminados pelo
vento. Independente do modo de realizar a enxertia, tanto alta quanto baixa, deve-se ter
uma protecdo deste local, assim como quando € realizada uma poda, para a obtencao de
materiais vegetativos (mudas) sadios. Por meio destas medidas preventivas, ocorrera a
minimizacdo de indculo dos patdégenos causadores da doenca de Petri e do patégeno
Phialemonium dimorphosporum, em propriedades que apresentam histérico de infestacdo
da doenca. Para ndo ocorrer o risco de contaminacdo destes patdégenos em locais
sabidamente sadios, aconselha-se o plantio de mudas ja certificadas livres dos patégenos

citados.

6.4) “Screening” para resisténcia de porta-enxertos de videira ‘Niagara Rosada’

ao fungo Phaeomoniella chlamydospora

Verificando o comprimento das estrias escuras no sistema vascular da regido do
colo, em direcdo a parte aérea das plantas, observou-se que 0s porta-enxertos mais
resistentes ao fungo P. chlamydospora e sem diferencas entre eles foram o Riparia Gloire,
Riparia do Travil, IAC 766, SO4, Paulsen 1103 e Golia. Os mais suscetiveis e sem
diferencas entre si foram o IAC 571-6 e IAC 313. O material mais suscetivel de todos foi o
IAC 572 (Tabela 09).

N&o houve uma correlacdo positiva (r=0,586 com p < 0,01) entre as medidas dos
comprimentos das estrias escuras formadas do colo para a parte aérea e do colo para as
raizes, provocadas pelo fungo P. chlamydospora que foi inoculado artificialmente nos
diferentes porta-enxertos (Tabela 09).

Com relacéo ao tratamento testemunha, ndo se observou nenhuma estria escura no
sistema vascular, nos dois pontos de avaliagdo dos porta-enxertos, ou seja, do colo para a
parte aérea e do colo para o sistema radicular. Sendo assim, os dados da testemunha néao
foram incluidos nas analises.

Em estudo anterior, o fungo P. chlamydospora colonizou preferencialmente a regido
do colo das videiras Niagara Rosada enxertadas, tanto no porta-enxerto Ripéria do Travid,
quanto no IAC 766, em comparacdo as outras partes das plantas como a parte aérea
(Tabela 09). Por meio de exames microscopicos, Lorena et al. (2001) verificaram que P.
chlamydospora inicia a infeccéo pelas raizes e requer nove meses para colonizar até 25 cm
do sistema vascular do colo das videiras. Face ao exposto, pode-se sugerir que o

comprimento das estrias escuras formadas pelo fungo a partir do colo em dire¢do a raiz
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como um parametro mais confiavel para avaliacdo da resisténcia de plantas de videira ao
fungo P. chlamydospora comparado ao comprimento das estrias a partir do colo em direcao
a parte aérea. No presente trabalho (Figura 23), os melhores resultados com as medi¢des
das estrias escuras do colo em direcao das raizes ndo foi ao acaso, foi segundo as
informacgodes de Lorena et al. (2001). Com isso, a avaliagdo de porta-enxertos resistentes ao
fungo P. chlamydospora pode ser padronizada: inoculando-se o fungo na regiao do colo e
avaliando-se as estrias escuras provocadas pelo fungo, do ponto de inoculacdo (colo) em
direcdo ao sistema radicular das plantas. Soma-se a isso o fato de que as estrias acima do
colo das plantas enxertadas podem ter o0s seus comprimentos influenciados
proporcionalmente pela altura ou desenvolvimento da parte aérea da planta, que é
caracteristica do cultivar do porta-enxerto. Isso foi observado no presente estudo para 0s
porta-enxertos IAC 572, IAC 571-6 e IAC 313, os quais apresentaram 0S maiores
desenvolvimentos da parte aérea e 0s maiores comprimentos das estrias acima do colo
(Tabela 09).

Assim, com base nos comprimentos das estrias escuras formadas a partir do colo para
as raizes, o porta-enxerto mais resistente ao fungo P. chlamydospora foi o Golia e o IAC 313

0 mais suscetivel (Tabela 09).

TABELA 09: Lesdes (centimetros) provocadas pelo fungo Phaeomoniella chlamydospora nas regides
do colo-raiz e colo-parte aérea no sistema vascular dos diferentes porta-enxertos.

Porta-enxerto Colo-Raiz Colo- Parte Aerea
Ripéaria Gloire 11,46+ 1,14% bc® 9,94+ 3,07% a°
Ripéria do Travia 9,65+ 2,59 ab 9,69+4,44 a
IAC 766 9,50+ 2,13 ab 9,67+484a
IAC 572 12,94 + 1,05 bc 29,65+6,93 ¢
IAC 571-6 11,68 + 2,40 bc 19,72+6,52 b
IAC 313 13,83+0,58 ¢ 22,84 £ 6,30 bc
S04 9,39+ 2,70 ab 9,58+4,36a
Paulsen 9,95+ 2,84 ab 7,78+ 3,78 a
Golia 7,66+ 2,08 a 572+1,46 a
Valor p p< 0,01 p< 0,01

Legenda: "Média e “Desvio padrdo dos comprimentos das lesées
3Letras iguais na coluna nao diferem entre si segundo o teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 23: (A) Estrias escuras do colo em direcdo a parte aérea; ponto de inoculacdo indicado pela
seta (colo); (B) Estrias escuras do colo em direcao as raizes.

Mostert et al. (2006) fizeram uma revisdo sobre espécies de Phaeoacremonium
envolvidas na doenca de Petri e na Esca. Dentre os tépicos abordados na revisdo ha um
sobre resisténcia do hospedeiro. Neste, 0s autores comentam que dentre os estudos ndo ha
nenhum porta-enxerto ou copa que tenha mostrado alta resisténcia ou imunidade a doenca
de Petri ou Esca. Atestando as afirmacfes de Mostert et al. (2006), nenhum dos porta-
enxertos testados no presente trabalho foi imune ao fungo P. chlamydospora, mas alguns
apresentaram moderada resisténcia (Tabela 09).

Segundo Gramaje e Armengol (2011), resultados de experimentos com inoculacao
artificial tém demonstrado diferengas na suscetibilidade de porta-enxertos e copa,
principalmente para os patdogenos da doenca de Petri. Isto foi constato no presente estudo,
conforme dados da Tabela 09.

Em um trabalho onde se inoculou artificialmente, através de suspensao de esporos,
os porta-enxertos 1103 Paulsen e 110 Richter (V. rupestris x V. berlandieri) e cultivares V.
vinifera (Chardonnay e Anglianico) com P. chlamydospora, constatou-se uma maior
suscetibilidade nos porta-enxertos do que nas cultivares. O cultivar Anglianico registrou o
nivel mais baixo de danos, ja os porta-enxertos apresentaram um nivel alto de dano
(ZANZOTTO et al., 2008). Resultados similares foram obtidos na Australia, onde sete porta-
enxertos [Ramsey, 99 Richter, Schwarzmann (Vitis riparia x Vitis rupestris), Kober 5BB (Vitis

berlandieri x Vitis riparia), P 1103, 101-14 Millardet e SO4] foram mais suscetiveis a P.
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chlamydospora do que os cultivares de V. vinifera (Merlot, Cabernet Sauvignon, Pinot Noir,
Shiraz PT10 e Shiraz PT23) (WALLACE et al., 2004).

Diaz et al. (2009) inocularam os porta-enxertos 3309 C, 1103 P, 101-14 MG, Kober
5BB e SO4 e no cultivar V. vinifera cv. Carménére com uma suspensao de conidios de
Phaeomoniella chlamydospora e de Phaeoacremonium aleophilium. Os porta-enxertos que
mostraram menor suscetibilidade foram o 1103 P (V. berlandieri x V. rupestres) e 101-14
MG (V. riparia x V. rupestres). O SO4 foi o que teve a maior suscetibilidade e ja o0 Kober 5BB
e 3309 tiveram uma suscetibilidade intermediaria perante os que apresentaram menor
suscetibilidade (1103 P e 101-14 MG).

Eskalen et al. (2001) verificaram a suscetibilidade de varios porta-enxertos frente ao
fungo P. chlamydospora. As estrias escuras no sistema vascular das plantas foram medidas,
ap6s um ano da inoculacdo. Dentre os materiais, 99R (V. rupestris x V. berlandieri), 39-16
(Vitis vinifera x Vitis rotundifolia), Freedom (Dogridge x Couderc 1613), Riparia Gloire,
140Ru (V. rupestris x V. berlandieri), 16-16 e 1103 (V. berlandieri x V. rupestres)
destacaram-se como 0s mais suscetiveis. Segundo Eskalen et al. (2001) ndo ha um material
totalmente resistente ao fungo P. chlamydospora.

De acordo com os dados do comprimento das estrias formadas a partir do colo para
raiz (Figura 02), os porta-enxertos Riparia Gloire, Ripéria do Traviu, IAC 766, IAC 571-6,
Paulsen 1103 e SO4 apresentaram um nivel de resisténcia semelhante entre si, diferindo
significativamente do IAC 313, IAC 572 e Golia, sendo que os dois primeiros (IAC 313 e IAC
572) apresentaram a maior suscetibilidade e o ultimo (Golia) a maior resisténcia ao fungo P.
chlamydospora. A semelhanga entre 0s porta-enxertos mais resistentes ao fungo deve-se ao
fato de terem a participacdo das espécies Vitis riparia, V. rupestres ou V. berlandieri em
suas origens, sugerindo a heranca genética destas espécies de Vitis como responsaveis
pela resisténcia ao fungo P. chlamydospora. Segundo Gramaje et al. (2010), plantas
originadas do cruzamento de V. riparia x V. berlandieri (SO4) podem ser menos suscetivel
aos patdégenos da doenca de Petri. Além disto, os dados do presente trabalho (Tabela 09)
estdo de acordo com os comentérios de Gramaje; Armengol (2011), ou seja, h& diferencas
na suscetibilidade dos materiais frente aos fitopatégenos da doenga de Petri.

Nas avaliacGes do presente trabalho (Tabela 09), os porta-enxertos IAC 572, IAC
313 e IAC 571-6 foram bastante suscetiveis ao fungo P. chlamydospora. Esses porta-
enxertos tiveram uma maior importdncia uma vez que sdo amplamente utilizados,
principalmente na viticultura brasileira do estado de Sdo Paulo (IAC 572) e do Vale do Séo
Francisco (IAC 313) (DONA et al., 2013). De forma geral, esse estudo ressalta, além da
importancia de se ter um porta-enxerto com algum nivel de resisténcia aos fungos da

doenca de Petri, de se utilizar, também, material vegetativo (muda) sadio para evitar o
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aumento da incidéncia desta doenca nas regifes produtoras. No entanto, ha limitac6es nas
técnicas correntes para desinfestar e atestar a sanidade dos materiais vegetativos (MUNDY
& MANNING, 2010), o que implica em desenvolvimento de novas metodologias,
principalmente na disponibilizagcdo de mudas sadias para os produtores.

6.5) Solarizacdo, Biofumigacdo e Termoterapia para desinfec¢cdo do porta-enxerto IAC
766 de ‘Niagara Rosada’ contendo Phaeomoniella chlamydospora e o efeito destas

técnicas no desenvolvimento do seu sistema radicular

De acordo com os dados da Tabela 10, os tratamentos Solo+Couve a 37°C
(biofumigacdao), Solo-Couve a 37°C (solarizacéo) e 37°C, aplicados nos periodos de 1, 3 e 6
dias e seguidos de complemento adicional de termoterapia causaram apenas a diminuicdo
do percentual do fungo nas mudas e ndo a sua total eliminacao.

Ao analisar os tratamentos com os periodos de 7, 14 e 21 dias, verifica-se que o0s
tratamentos sem complemento da termoterapia ndo possibilitaram a desinfec¢do das plantas
ja que nao houve a eliminacédo do fungo nos fragmentos do sistema vascular amostrados na
regido do colo. Os tratamentos complementados com a termoterapia reduziram
significativamente o percentual de incidéncia do fungo nas plantas, eliminando totalmente o
fungo P. chlamydospora para as combinac¢des envolvendo os tratamentos biofumigacéo e

temperatura de 37°C mais acréscimo de termoterapia (Tabela 11).
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TABELA 10: Porcentagem de incidéncia de Phaeomoniella chlamydospora em fragmentos do
sistema vascular da regido do colo de mudas de ‘Niagara Rosada’ enxertadas no porta-enxerto IAC
766, submetidas a diferentes tratamentos por diferentes periodos de tempo, com e sem complemento

da termoterapia.

Tratamento Termoterapia  Tempo de Frequéncia e Sobrevivéncia
51°C/30 exposicao (%)
minutos aos

tratamentos
(dias)
Solo + Couve sob 37°C 1 11,0a" A*B°
“Biofumigagao” 3 10,0aAa
6 51,0bCB
Solo - Couve sob 37°C 1 19,0' a AB a
“Solarizagao” 3 13,0aAB
e 6 29,0aBp
37°C Testemunha (sem A 1 8,0aAaq
solo e sem couve) 3 46,0bB B
6 30,0bBB
23°C Testemunha 1 3000bBp
absoluta 3 43,0b BB
6 90aAa
Solo + Couve sob 37°C 1 1,0aAa
“Biofumigacao” 3 40aAa
6 6,0a ABa
Solo - Couve sob 37°C 1 90aAa
“Solarizagao” 3 1,0aAa
e 6 1,0aAa
37°C Testemunha (sem 8 1 30abAa
solo e sem couve) 3 0,0aAa
6 13,0bBCa
23°C Testemunha 1 50aAa
absoluta 3 0,0aAa
6 240bCB

Legenda: '80 repeticbes por tratamento e para cada periodo de avaliagdo; “Letras minusculas:
comparacdo de periodos diferentes fixando a termoterapia e o tratamento; ‘Letras mailsculas:
comparacdo de tratamentos fixando a termoterapia e o periodo; “Letras gregas: comparacdo de
termoterapia fixando o tratamento e o periodo. As comparacfes foram embasadas segundo o teste
de associacdo de Goodman com 5% de significancia.
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Ao observar a acéo dos tratamentos com o acréscimo da termoterapia, observou-se
um efeito aditivo e significativo da termoterapia na desinfeccdo das plantas contendo o
fungo, principalmente quando se observa os tratamentos solo + couve a 37°C
(biofumigacéo) e somente 37°C associados a termoterapia. Estes tratamentos chegaram a
eliminar totalmente o fungo nas plantas, nos periodos de tempo com 7, 14 e 21 dias (Tabela
11).

Estudando o efeito da simulacdo da solarizacdo do solo com materiais vegetais
(biofumigacao) sobre o crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogénicos habitantes
de solo, Basseto et al. (2011) constataram que a principal causa do efeito fungicida, ou seja,
a morte do micélio dos fungos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 2, Rhizoctonia
solani AG 4 HGI e Sclerotium rolfsii, foi a temperatura alta (37°C) associada ao periodo de
exposicdo a ela e ndo aos gases fungitoxicos gerados pela biofumigacdo. Basseto et al.
(2012) ao avaliarem o efeito da simulagdo da solarizagdo do solo com materiais vegetais
(biofumigacéo) na sobrevivéncia de estruturas de resisténcia de fitopatogenos de solo,
verificaram que a biofumigacéo reduziu significativamente a sobrevivéncia das estruturas de
resisténcia de todos os fungos estudados, como F. oxysporum f. sp. lycopersici raga 2, R.
solani AG 4 HGI, S. rolfsii e Macrophomina phaseolina.

Considerando as asser¢fes de Basseto et al. (2011) e Basseto et al. (2012) e o fato
do fungo P. chlamydospora produzir a mesma estrutura de resisténcia do fungo F.
oxysporum f. sp. lycopersici raga 2 pode-se, em hipotese, inferir que a eliminagdo de P.
chlamydospora nas mudas de ‘Niagara Rosada’ nos tratamentos solo + couve a 37°C
(biofumigacé@o) e somente 37°C, seguidos de termoterapia, deveu-se a interacdo de gases
fungitéxicos, gerados pela biofumigacdo e tempo de exposicdo as temperaturas altas de
37°C da BOD e de 51°C da 4gua do banho-maria da termoterapia (Tabela 11).

Gramaje et al. (2008) verificaram a termoterapia aplicada em condigdes in vitro sobre
os fitopatdégenos da doenga de Petri, quando testaram varias temperaturas, de 49 até 54°C,
em trés tempos de exposicdo: 30, 45 e 60 minutos. Apds a aplicacdo da técnica, concluiram
que na faixa de temperatura de 51-52°C houve dréstica reducdo da germinagéo de conidios
e crescimento micelial de P. chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum e P.
parasiticum, mas nédo a eliminacdo dos mesmos. Sendo assim, chamam a atencéo para o
fato de se usar temperaturas acima de 51°C para tratar os materiais de propagacdo de
videira.

Rooney; Gubler (2001) utilizaram a técnica de termoterapia em mudas de videira
dormentes de trés cultivares de Vitis vinifera, Cabernet Sauvignon, Pinot noir e Thompson
Seedless, para eliminar os fungos Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium

inflatipes, nas condicbes de 51°C por 30 minutos. Estes autores nao obtiveram bom
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resultado, pois ndo houve a total eliminagdo ou até mesmo a diminuicdo dos patégenos dos
materiais.

Fourie; Halleen (2004) afirmaram que apenas a utilizacdo da técnica de termoterapia
ndo elimina os agentes patogénicos da doenca de Petri, mas se as mudas de videira
dormentes forem mergulhas em formulagdes de Benomil e/ ou Trichoderma, integradas com
a termoterapia, poderia resultar em uma total eliminacdo dos patdégenos. No entanto, isto
necessita de mais pesquisas.

De acordo com Waite; Morton (2007), a técnica de termoterapia utilizando o padréo
de tratamento de 50°C por 30 minutos ndo € considerada eficiente para o controle de
algumas pragas enddgenas e agentes patogénicos de videira, ou seja, ndo ha a total
eliminacdo dos mesmos.

Whiting et al. (2001) e Rooney; Gluber (2001) relataram que a termoterapia de 51°C,
por 30 minutos, ndo € suficiente para reduzir ou eliminar totalmente P. chlamydospora e P.
inflatipes de materiais dormentes de videira. Essa afirmagéo e as de Gramaje et al. (2008),
de Fourie: Halleen (2004) e de Waite; Morton (2007) estdo de acordo com os resultados do
presente trabalho, no tratamento onde as mudas do porta-enxerto IAC 766 enxertadas em
‘Niagara Rosada’ ficaram no microcosmo sem solo e sem couve em BOD a 23°C por 7, 14 e
21 dias e apés cada tempo passou por posterior complemento de termoterapia a 51°C por
30 minutos. Neste tratamento, observou-se que o fungo P. chlamydospora néo foi
totalmente eliminado do material (Tabela 11).

A excecdo de Fourie: Halleen (2004), poucos autores associaram outros tratamentos
com termoterapia para eliminar os fitopatégenos da doenca de Petri, em material de
propagacdo de videira. Tal associacdo traz resultados satisfatérios quanto a total

eliminagéo, conforme os dados da Tabela 11.
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Tabela 11: Frequéncia de ocorréncia e percentual de sobrevivéncia de Phaeomoniella
chlamydospora em fragmentos do sistema vascular da regido do colo de mudas de ‘Niagara Rosada’
enxertadas no porta-enxerto IAC 766 e submetidos a tratamentos de desinfeccéo, nos tempos com 7,

14 e 21 dias, com e sem complemento de termoterapia.

Tratamento Termoterapia Tempo de Frequéncia e
51°C/30 exposicao Sobrevivéncia (%)
minutos aos

tratamentos
(dias)
7 25,0" b° B’ B*
Solo+Couve: 37°C 14 6,3aABa
“Biofumigagao” 21 75abAa
7 20,0aB
Solo-Couve: 37°C 14 1,3aAa
“Solarizagao” 21 450bBB
§ 7 25aAa
37°C Testemunha 14 16,3aB B
(sem solo e sem 21 15,0aAB
couve)
7 00aAa
23°C Testemunha 14 13,8bAB a
Absoluta 21 25abAa
7 00aAa
Solo+Couve: 37°C 14 00aAa
“Biofumigagao” 21 00aAa
7 00aAa
Solo-Couve: 37°C 14 0,0aAa
“Solarizagao” 21 1,3aAaqa
§ 7 00aAa
37°C Testemunha 14 0,0aAa
(sem solo e sem 21 0,0aAa
couve)
7 25aAaqa
23°C Testemunha 14 25aAa
absoluta 21 1,3aAaqa

Legenda: "80 repeticbes por tratamento e para cada periodo de avaliacdo; ‘Letras minisculas:
comparacdo de periodos diferentes fixando a termoterapia e o tratamento; 3Letras mailsculas:
comparacao de tratamentos fixando a termoterapia e o periodo; “Letras gregas: comparacdo de
termoterapia fixando o tratamento e o periodo.

Todas as comparac¢6es foram embasadas segundo o teste de Goodman com 5% de significancia.
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Ao observar o efeito dos melhores tratamentos de desinfecgdo de mudas contra P.
chlamydospora, associados ou ndo a termoterapia, em futuros danos nestas mudas,
constatou-se que os tratamentos solo + couve a 37°C (biofumigacéo) e somente 37°C até
com 14 dias de tratamento mais complemento de termoterapia ndo causam problemas no
enraizamento das estacas do porta-enxerto IAC 766 (Figuras 25 e 26). Nestes tratamentos,
as estacas apresentaram em média 75% de formacgéao de raizes (Tabela 12).

Na Australia, materiais de videira utilizados no viveiro sdo tratados rotineiramente
com termoterapia (50°C por 30 minutos) e muitos fungos e bactérias sdo inibidos sem
causar danos na germinagéo destes materiais (WAITE, 1998).

Nessa linha de danos em materiais tratados com termoterapia, Gramaje et al. (2009)
testaram cinco porta-enxertos: 41 B Mgt., 140 Ruggeri, 161-49 Couderc, 1103 Paulsen e
110 Richter e quatro combinac¢des copa / porta-enxerto: Bobal / 1103 P, Merlot / 110 R,
Tempranillo / 110 R e Tempranillo / 161-49 C e todos passaram pelo processo de
termoterapia, em diferentes temperaturas e tempos de exposicdo a essas temperaturas e
posterior tratamento em agua fria, para que interrompesse o0 aquecimento, visando verificar
a viabilidade destas videiras e sobrevivéncia dos fitopatdgenos da doenca de Petri. De
acordo com os resultados, com excecdo da temperatura de 54°C, a termoterapia até 53°C
ndo implicou em danos no desenvolvimento destes materiais e ainda houve eliminagdo dos
fitopatégenos na planta, principalmente quando se analisa os dados para o fungo P.
chlamydospora.

No entanto, Gramaje; Armengol (2011) sdo mais cautelosos e ndo descartam danos
térmicos as partes meristematicas de explantes de videira, pela termoterapia. Segundo
ainda Anonymous (1998), a termoterapia implica em reducdo drastica de fitopatégenos de
videira e chega até a elimina-los. Essa técnica deve ser aplicada corretamente, procurando
expor o material a ser tratado em uma temperatura ideal e a um certo tempo a essa
temperatura, pois em condi¢Bes inapropriadas a termoterapia pode causar dano até em
material vigoroso (Anonymous, 1998).

Os niveis aceitaveis de 75% de formacao de raizes nas estacas do porta-enxerto IAC
766 em certos tratamentos (Tabela 12) vao de encontro com as afirmacgdes de Waite (1998)
e de Gramaje et al. (2009), ou seja, a termoterapia em condi¢cOes adequadas pode eliminar
P. chlamydospora no material de videira e n&o causar nenhum dano no seu

desenvolvimento.
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Figura 24: Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 tratadas pelos tratamentos de desinfec¢éo
nos periodos de 7, 14 e 21 dias com adicional ou ndo de termoterapia, sendo posteriormente
plantadas em solo de canteiro para verificar o seu desenvolvimento e, principalmente, a emissdo de
raizes.

Tabela 12: Porcentagem de formacgéo de raizes em estacas do porta-enxerto IAC 766 de ‘Niagara
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Rosada’ submetidas a tratamentos de desinfeccdo em diferentes periodos de tempo, com e sem

complemento de termoterapia.

Tratamento Termoterapia Tempo de exposicdo aos tratamentos (dias)
50°C/30 min. 7 14 21
Solo + Couve Sem 100,0* a* A®B* 100,02 A B 25,0aAa
sob 37°C Com 75,0 aApB 75,0aAB 00aAa
“Biofumigagao”
Solo - Couve Sem 750 aAa 100,0aAa 50,0 aAB a
sob 37°C Com 50,0 aAa 75,0aAa 50,0 aAB a
“Solarizagao”
37°C Sem 750 aAa 50,0aAa 100,0bB a
testemunha Com 100,0aAB 75,0aAap 250aAa
(sem solo e
sem couve)
23°C Sem 100,0 aAa 100,0aAa 100,0aBa
testemunha Com 75,0 aAa 100,0a A a 100,0aBa
absoluta

Legenda: "Quatro repetices por tratamento e para cada periodo de avaliagdo; “Letras mindsculas:
comparacdo de termoterapia (sem e com) fixando o tratamento e o periodo; 3Letras mailsculas:
comparacdo de tratamentos fixando a termoterapia e o periodo; “Letras gregas: comparacdo de
periodos diferentes (7, 14 e 21dias) fixando tratamento e termoterapia. As comparacdes foram
embasadas segundo o teste de associacdo de Goodman com 5% de significancia.

A aplicagdo por 21 dias dos tratamentos biofumigagdo com e sem complemento de

termoterapia e temperatura de 37°C mais complemento de termoterapia causou dano

significativo as estacas, resultando em 0%; 25% e 25% de formacdo de raizes nos

tratamentos citados (Tabela 12 e Figura 27). O tratamento termoterapia (50°C por 30

minutos) testado isoladamente (23°C com termoterapia) ndo afetou o enraizamento das

estacas, mas em contrapartida ndo eliminou o fungo P. chlamydospora das plantas (Tabelas

11 e 12). Danos podem ocorrer em partes de videira quando tratada por longo periodo com

termoterapia utilizando temperaturas = 50 °C, conforme relatos de Gramaje et al. (2009) e

Gramaje; Armengol (2011).
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Figura 25: Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 do periodo de 7 dias. (A) 23°C; (B) 37°C; (C)
solo (S)+couve (C): 37°C; (D) S-C: 37°C sem termoterapia e (E) 23°C; (F) 37°C; (G) S+C: 37°C; (H)

S-C: 37°C com termoterapia.
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Figura 26: Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 do periodo de 14 dias. (A) 23°C; (B) 37°C;
(C) solo (S)+couve (C): 37°C; (D) S-C: 37°C sem termoterapia e (E) 23°C; (F) 37°C; (G) S+C: 37°C;
(H) S-C: 37°C com termoterapia.
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Figura 27: Estacas de videira do porta-enxerto IAC 766 do periodo de 21 dias. (A) 23°C; (B) 37°C;
(C) solo (S)+couve (C): 37°C; (D) S-C: 37°C sem termoterapia e (E) 23°C; (F) 37°C; (G) S+C: 37°C;
(H) S-C: 37°C com termoterapia.

Os tratamentos biofumigagcdo ou temperatura de 37°C devem ser aplicados por 14
dias seguindo-se do tratamento adicional de termoterapia a 50°C por 30 minutos, com o
intuito de eliminar o fungo P. chlamydospora das estacas sem comprometer o0 enraizamento.
Essas estacas sadias e normais podem ser utilizadas pelos viveiristas para a geracao de
plantas mées sadias, das quais serdo retiradas as mudas garantidamente sadias,
solucionando problemas apontados em estudos anteriores como a transmissédo de fungos
da doenca de Petri em materiais propagativos por meio do uso de plantas maes doentes
(Mostert et al., 2006) bem como do fato da termoterapia poder elimincar o fungo P.
chlamydospora das plantas mas causar danos fisiolégicos nas mesmas (Whiting et al., 2001;
Rooney; Gluber, 2001; Gramaje et al., 2009; Gramaje; Armengol, 2011).
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7. CONCLUSOES

A doenca de Petri ocorre e esta disseminada em todo o estado de S&o Paulo nos

cultivos da videira ‘Niagara Rosada’;

A espécie de Phaeoacremonium prevalente foi P. aleophilum. No municipio de Jales,
além de P. aleophilum detectou-se, também, a espécie P. venezuelense;

A Unica espécie de Phaeomoniella identificada foi P. chlamydospora;

Isolou-se mais P. chlamydospora do que Phaeoacremonium, sendo a eficiéncia
melhor para isto retirando-se fragmentos dos vasos do colo das plantas, seguido de
desinfestacdo superficial e plagueamento de fragmentos em meio de cultura Batata
Dextrose Agar.

No teste de patogenicidade, Phaeomoniella sp. foi mais severo do que
Phaeoacremonium sp. Os fungos foram re-isolados das plantas doentes, completando os
postulados de Koch e oficializando a doenca em ‘Niagara Rosada’ no estado de S&o Paulo —
Brasil;

O local de colonizagdo dos fungos P. chlamydospora e Phialemonium
dimorphosporum foi 0 no colo das plantas de Niagara Rosada;

O porta-enxerto Golia foi o mais resistente ao fungo P. chlamydospora e IAC 313,
IAC 571-6 e IAC 572 0s mais suscetiveis e a heranga genética das espécies Vitis riparia e V.
rupestris pode ser a responsavel pela resisténcia de alguns porta-enxertos, orientando
programas de melhoramento genético que visem a obtencao de novos materiais resistentes,
principalmente ao fungo P. chlamydospora;

A técnica de biofumigacéo (S+C sob 37°C) e a temperatura de 37°C, aplicadas por 7
e 14 dias, seguidas por posterior complemento de termoterapia, sdo promissoras na
eliminagcdo de P. chlamydospora no porta-enxerto IAC 766 de ‘Niagara Rosada’ e nao

causam danos no enraizamento do porta-enxerto.
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