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RESUMO

ANGELOTTI, Francislene, Dr., Universidade Estadual de Maringa, dezembro
de 2006. Epidemiologia da ferrugem (Phakopsora euvitis) da videira.
Professor Orientador: Dr. Dauri José Tessmann. Professor Conselheiro: Dr.
Joao Batista Vida.

A ferrugem da videira, causada pelo fungo Phakopsora euvitis, foi constatada
pela primeira vez no Brasil em 2001, no norte do Parana e nos anos seguintes
foi observada em outras regides do pais. A doenga causa desfolha precoce
das plantas de videira, prejudicando o desenvolvimento dos ramos e a
maturagdo dos frutos. Os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar, em
condigbes controladas, a influéncia da temperatura, da duracido do molhamento
foliar e da luz na infeccédo de P. euvitis em videira ‘Niagara Rosada’, e da
temperatura no desenvolvimento da doencga; (ii) determinar o efeito da
temperatura e luz na germinagao, e o efeito da temperatura na manutencao da
viabilidade de urediniésporos de P. euvitis em ambiente controlado; (iii)
elaborar e validar uma escala para avaliagdo da severidade da ferrugem da
videira; (iv) avaliar a resisténcia a ferrugem em porta-enxertos e cultivares-
copas de videira em condigbes controladas, e o efeito da concentracdo da
suspensao de urediniésporos e da idade da folha na infeccéo de P. euvitis em
videira ‘Niagara Rosada’. Os resultados obtidos mostraram que os maiores
niveis de infecgdo foram a 20°C com os periodos de molhamento foliar de 12 e
24 horas. Sendo necessario pelo menos seis horas de molhamento foliar a 15 e
25°C para ocorrer a infecgéo. A 30°C ndo ocorreu infecgdo com nenhum tempo
de molhamento foliar. Um modelo matematico foi proposto para a descri¢gao do
efeito da temperatura e umidade na infecgdo. O periodo latente foi de sete dias
a 20°C, estendendo-se para 13 dias quando as plantas foram mantidas a 15°C.
A fase telial, embora seja eventualmente encontrada em condi¢des de infecgao
natural, no campo, n&o foi observada em nenhum dos tratamentos conduzidos
em condi¢des controladas. Urediniésporos de P. euvitis requerem pelo menos
seis horas de incubagdo para germinagao, € o maior indice de germinagao

ocorreu a 20°C, podendo germinar na presenga e na auséncia de luz. A escala
Xiii



diagramatica proposta apresentou-se valida como ferramenta para quantificar a
severidade da ferrugem da videira. Verificou-se que quanto maior a
concentracdo de uredinidsporos, até o limite de 10’ esporos/mL, maior é o
indice de infecgdo da ferrugem da videira (R*=97%). O patdégeno P. euvitis
pode colonizar folhas jovens e velhas de videira. Verificou-se que ocorreram
diferengas significativas nos niveis de resisténcia a ferrugem dentre os 17

genotipos de Vitis spp avaliados (p=0.05).

Palavras-chave: escala diagramatica, fitopatometria, germinagéo, urediniésporos,

Vitis spp, parametros monociclicos.
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ABSTRACT

ANGELOTTI, Francislene, Dr., Universidade Estadual de Maringa, December
2006. Biology of grape rust (Phakopsora euvitis). Adviser: Dr. Dauri José
Tessmann. Co-Adviser: Dr. Jodo Batista Vida.

The grape rust, caused by the fungus Phakopsora euvitis, was reported by the first
time in Brazil in 2001, in the Northern region of Parana State, and since then the
disease spread to other regions of the country. The disease causes early
defoliation of grape plants, damaging the development of shoots and fruit ripening.
The objectives of this research were: (i) to evaluate the effect of temperature, leaf
wetness and light on P. euvitis infection on Niagara Rosada grape variety under
controlled environment, and the effect of temperature on rust development (i) to
determine the effect of temperature and light on germination, and the effect of
temperature on viability of P. euvitis viability; (iii) to develop and validate a
diagrammatic scale for evaluation of grape rust severity; and (iv) to screen
rootstock and cultivars for grape rust resistance under controlled conditions, and
additionally to assess the effect of urediniospores concentration and leaf age on
infection. The highest level of rust infection was at 20°C with 12 to 24 h of leaf
wetness and a minimum of 6 h was needed for infection at 15 and 25°C. The rust
did not infect the plants at 30°C. The latent period was seven days at 20°C, and 13
days at 15°C. The telial phase of this rust, even though it eventually occurs in field,
was not observed in controlled environment. Urediniospores needed at least 6 h of
incubation for starting to germinate, and the greatest level of germination occurred
at 20°C. Light did not affected germination. The proposed diagrammatic scale was
validated as a tool for grape rust severity assessment. Young and mature grape
leaves can be colonized by P. euvitis, and the infection level increasing was linear
up to the concentration of 10’ spores/mL (R°=97%). Significant differences in

resistance were observed among the 17 genotypes of Vitis spp. screened.

Key words: epidemiology, diagrammatic scale, phytopatometry, germination,

urediniospores, Vitis spp, monocyclic parameter.
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 CULTURA DA VIDEIRA

A videira (Vitis spp) € uma das mais antigas plantas cultivadas pelo
homem, importante na produgdo de bebidas, na composi¢cdo de diversos
alimentos e no consumo in natura (ALVARENGA et al., 1998). Dados histéricos
revelam que a primeira introdugdo da videira, no Brasil, foi feita pelos
colonizadores portugueses em 1532, por meio de Martin Afonso de Souza, na
entdo Capitania de S&o Vicente, hoje Estado de Sdo Paulo (PROTAS et al.,
2006).

Atualmente, a viticultura, no Brasil, ocupa uma area de 63 mil hectares
e situa-se entre o paralelo 30°S, no Estado do Rio Grande do Sul, e o paralelo
9°S, na regiao nordeste do pais. Em fungdo da diversidade ambiental, existem
polos com viticultura caracteristica de regides temperadas, com periodo de
repouso hibernal definido; polos em areas subtropicais onde, normalmente, a
videira é cultivada com dois ciclos anuais, definidos em fungdo de um periodo
de temperaturas mais baixas em que ha risco de geadas; e pélos de viticultura
tropical onde € possivel a realizagao de podas sucessivas, com dois € meio a
trés ciclos vegetativos por ano. Os principais Estados produtores de uva no
Brasil sdo: Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Bahia, Pernambuco, Parana e Minas
Gerais (SATO, 2004; MELO, 2006).

Segundo o IBGE, a producgéo brasileira de uva, em 2005, foi de
1.232.564 toneladas (Tabela 1). O Estado do Parana foi responsavel por 8% da
produgdo, com uma area de 5.603 hectares. No Parana, a viticultura esta
concentrada na regidao norte do Estado onde predominam pequenas
propriedades com uso da mé&o-de-obra familiar, frequentemente
complementados através de contratos de parceria, remunerados com parte da
producdo. E uma regido tradicionalmente produtora de uvas finas de mesa, €, a
partir da década de 90, vem diversificando a estrutura produtiva através da
introducao das variedades ‘Niagara Rosada’ e ‘Niagara Branca’ (MELO et al.,
2006). As cidades de maior importancia na producdo de uva de mesa no

1



Estado do Parana sao: Marialva, Assai, Cornélio Procopio e Francisco Beltrao
(IBGE, 2006). As principais cultivares produzidas sao: Italia e suas mutagbes
coloridas Rubi, Benitaka, e Brasil, e uvas rusticas com o predominio da cultivar

Niagara Rosada.

Tabela 1 — Producao de uva e area cultivada nos principais Estados produtores

do pais.
Estado Area Producao Valor Producgao
(ha) (ton x 1000) (Mil Reais)
Rio Grande do Sul 42.450 611.9 579.262
Séo Paulo 10.906 231.6 247.441
Parana 5.603 100.7 92.238
Pernambuco 4.872 153.1 315.469
Santa Catarina 4.224 47.9 34.157
Bahia 3.685 86.3 185.728
Minas Gerais 935 14.3 30.524
Brasil 73.203 1232.5 1.498.779

Fonte: IBGE (2006)

As principais doengas que ocorrem na cultura da uva sao causadas por
fungos, bactéria e virus. Dentre as principais doencas fungicas da videira, no
Brasil, estdo o mildio [Plasmopara viticola (Berk. & Curtis)], o oidio [Uncinula
necator (Schw.)], a antracnose [Elsinoe ampelina (de Bary)], as podridées do
cacho [Botrytis cinérea (de Bary), Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)] e a
ferrugem da videira [Phakopsora euvitis (Ono)] (SONEGO et al., 2005). As
doencas fungicas constituem-se um dos principais problemas em todas as
regides produtoras de uva do Brasil.

A importadncia de cada patégeno varia de acordo com a regiao
geografica e a resisténcia varietal. Os fatores ambientais também exercem um
importante papel, e podem contribuir para aumentar ou limitar o
desenvolvimento das doengas. Nas regides sul e sudeste predominam doengas

como o mildio e as podridbes do cacho, devido a maior precipitagcao
2



pluviométrica. Por outro lado, na regiao nordeste, o clima seco favorece as
epidemias de oidio (SONEGO et al., 2005).

1.2 FERRUGEM DA VIDEIRA

1.2.1 Distribuigao geografica

A ferrugem da videira foi constatada pela primeira vez, no Brasil, em
2001, no norte do Parana, no municipio de Jandaia do Sul em um parreiral
comercial da variedade Itdlia (TESSMANN et al., 2004a). Até 2001, era
considerada como praga quarentenaria A1. Nos anos seguintes, a doenca foi
relatada também nos Estados de S&o Paulo, Mato Grosso do Sul (PAPA et al.
2003), Mato Grosso (SOUZA, 2004), Pernambuco (TAVARES et al., 2005), Rio
de Janeiro (MACAGNAN et al., 2005), Rio Grande do Sul (GAVA et al., 2005) e
Santa Catarina (THEODORO et al., 2005).

A ferrugem da videira € endémica em diversas regides tropicais, e pode
ocorrer em regides subtropicais e temperadas. No mundo, a doenga ocorre
desde o Sri Lanka e india até o norte da Asia, incluindo o Japao, China e
Coréia (LEU, 1988; ONO, 2000). Na Austrdlia, a doenga foi constatada em
2001 (WEINERT et al., 2003). Nas Américas, a doenga ocorre no sul e leste
dos Estados Unidos, na América Central, Colémbia e Venezuela (LEU, 1998;

ONO, 2000). Nao ha relato da ocorréncia da doenga na Europa.

1.2.2 Sintomatologia e danos

Os sintomas da ferrugem da videira sado pustulas amarelas, pequenas,
formadas na face inferior de folhas maduras. As pustulas coalescem e podem
cobrir grande extensao do limbo foliar. Na face superior da folha, aparecem
areas necrosadas no lado oposto as pustulas. Nas pustulas amareladas séo
formadas massas de urediniosporos do patégeno. Nos estagios mais
avancados do desenvolvimento da doenca também se observam télios, de
coloragao marrom escura, entremeados com os urédios. As folhas colonizadas
amarelecem e secam, e o0 ataque severo do patdgeno pode causar a queda
prematura de folhas. A desfolha precoce causada pela ferrugem reduz o
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crescimento de porta-enxertos, prejudica a maturacao dos frutos e afeta o
acumulo de reservas das plantas adultas, comprometendo as safras seguintes
(LEU, 1988; TESSMANN et al., 2004a; TESSMANN et al., 2004b). No Parana,
na auséncia de controle quimico, a doenca pode causar a perda total da
producdo em videira ‘Niagara Rosada’ (Vitis labrusca L. x V. vinifera L.)
produzida na safra tempora, em decorréncia dos danos a maturagao dos frutos
(VIDA; TESSMANN, 2005).

1.2.3 Etiologia

A taxonomia da ferrugem da videira € complexa e a literatura relata
mais de uma espécie associada a doenga (LEU, 1988). Mais recentemente,
Ono (2000) revisou o assunto e identificou trés populagdes no “complexo”
Phakopsora ampelopsidis, as quais colonizam diferentes géneros na Familia
Vitaceae. Essas populacbes sdo morfologicamente e patogenicamente
distintas, em que a espécie P. ampelopsidis coloniza apenas espécies do
género Ampelopsidis; a espécie P. vitis coloniza espécies do género
Parthenocissus e P. euvitis coloniza espécies do género Vitis. Segundo Ono
(2000), além de P. euvitis, a espécie P. uva também pode estar associada a
doenca nas Américas. No Brasil, com base nas caracteristicas de télios e
urédios, o patoégeno foi identificado como Phakopsora euvitis Ono [Reino
Eumycota (Fungi), Phylum Basidiomycota, Ordem Uredinales (TESSMANN et
al., 2004a).

Segundo Tessmann et al. (2004a), os urédios aparecem como pustulas
amarelas com 32 a 55 ym de didmetro na superficie inferior das folhas. Os
uredinidsporos sao ovadides ou elipticos, com cerca de 17-28 x 12-18 uym. Os
télios sao subepidérmicos de coloracdo marrom e os teliésporos podem variar
de oblongos a cilindricos com cerca de 14-30 x 8-12 ym.

O agente causal da doenga € parasita obrigatério e o ciclo completo da
ferrugem ocorre apenas na Asia. E uma ferrugem macrociclica, com cinco
fases reprodutivas, das quais trés fases ocorrem na videira e duas fases
ocorrem em Meliosma myriantha, que € hospedeira alternativa da ferrugem.
Essa hospedeira da ferrugem é uma planta arbusto que ocorre apenas na Asia.
As fases, espermogonial (fase 0) e aecial (fase I) ocorrem em M. myriantha, e
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as fases uredinial (fase Il), telial (fase Ill) e basidial (fase 1V) ocorrem na videira
(Vitis spp.) (LEU, 1988).

No Brasil, apenas a ocorréncia da fase uredinial e fase telial foram
verificadas. Presume-se que a ferrugem ndo completa seu ciclo e que os
uredinidsporos constituem o indculo primario e secundario da doenca. Com
base nos dados disponiveis at¢é o momento, acredita-se que o0 patégeno
sobrevive de uma safra para outra colonizando folhas verdes de videira. A
sobrevivéncia é possivel nas regides do Pais nas quais ndo ocorrem geadas ou
possuem inverno ameno, como o norte do Parana, onde é possivel produzir
duas safras no ano, e ha plantas com folhas verdes durante praticamente o ano
todo. Nas regides em que ocorre desfolha completa das plantas, no inverno, a
sobrevivéncia do patéogeno é prejudicada e isso reduz ou impede a
manutencao da viabilidade do inéculo inicial da doenga para novas epidemias
(TESSMANN et al., 2004b).

1.2.4 Epidemiologia

As doencas de plantas resultam da interagdo de hospedeiros,
patdégenos e o ambiente (AGRIOS, 1997). Em hospedeiros susceptiveis, dentre
os fatores do ambiente que mais influenciam a ocorréncia de ferrugens estao a
temperatura, a umidade e a luz. A ocorréncia de um determinado periodo de
umidade, originada de orvalho, chuva ou agua de irrigagdo, na forma de um
filme de agua sobre a superficie das plantas é fundamental para a germinagao
dos esporos das ferrugens e ao processo de infecgdo. Da mesma forma, as
ferrugens possuem uma faixa de temperatura 6tima para a infeccdo e
esporulagdo. Os resultados da quantificacdo desses efeitos em condigdes
controladas sao uteis para o desenvolvimento de medidas de controle dessas
doengas no campo, principalmente para programas que visam ao uso racional
de fungicidas no seu controle (WEBB; NUTTER JR., 1997; MARTINS;
AMORIM, 1999; MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002; MULELLER; BUCK, 2002).

As condigbes favoraveis ao progresso da ferrugem da videira ainda nao
estdo totalmente determinadas no Brasil. No Parana, a doenga ocorre em
maior intensidade nos meses mais quentes e umidos (dezembro a margo), nos
guais sao registradas temperaturas minimas noturnas superiores a 18°C,
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associadas com periodos prolongados de molhamento foliar (TESSMANN et
al., 2004b). No campo, foi verificado que o progresso da doencga coincidiu com
a ocorréncia de temperatura noturna média de 21,9°C e molhamento foliar de 6
horas (MAZIA, 2005).

Leu (1983) verificou, em estudo realizado com folhas de videira
destacadas, que o periodo de incubacao foi de 5-6 dias nas temperaturas de
16-30°C, e de 15 a 20 dias em temperaturas inferiores a 12°C. Esse autor
observou que a luz exerce efeito inibitério na germinagao dos uredinidésporos e
gue a germinagao dos uredinidésporos in vitro ocorreu a partir de duas horas de
incubagdo, com o indice maximo de 68,9%, apos 24 horas de incubagao.
Nesse mesmo estudo, verificou-se que as temperaturas minima, otima e
maxima para a germinacdo dos urediniosporos foram 8, 24 e 32°C,

respectivamente.

1.2.5 Controle

O controle de doencgas de plantas e da ferrugem da videira pode ser
realizado com a integracao de medidas de controle culturais, controle quimico e
resisténcia genética. Medidas preventivas de controle sdo recomendadas como
a escolha de solos com boa capacidade de drenagem, a desbrota e poda
verde, para melhorar a insolagao e o arejamento, a fim de diminuir o periodo de
agua livre na planta e impedir a formagao de microclima favoravel ao patégeno
e, consequentemente, diminuir os problemas causados pela doenca.

Embora ndo existam fungicidas registrados para o controle da ferrugem
da videira até o momento, algumas pesquisas estdo sendo realizadas, com
resultados satisfatérios. O controle quimico tem se mostrado eficaz e esta
sendo realizado através de fungicidas protetores e sistémicos recomendados
para cultura da videira. Tessmann et al. (2004) verificaram que os fungicidas
tebuconazole, metiram+piraclostrobina, cyproconazole, metconazole e
azoxystrobim foram mais eficientes do que mancozeb e oxicloreto de cobre.
Papa et al. (2003) verificaram que o fungicida tebuconazole foi o mais eficiente
no controle da ferrugem no Estado de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul,
confirmado por Mazia (2005) na regido norte do Parana. Da mesma forma,

Della Valle et al. (2003) verificaram que os fungicidas tebuconazole, triadimenol
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e propineb proporcionaram eficiéncia superior a 80% de controle da doenca.
No Parana, o controle quimico da ferrugem da videira tem sido demandado
tanto para porta-enxertos em crescimento como para variedades-copa de uvas
americanas e hibridas (TESSMANN et al., 2004).

A resisténcia genética é uma estratégia importante para o controle da
doenca, e é altamente desejavel do ponto de vista ambiental e também por
reduzir o custo de producdo. Todavia, as informagdes sobre cultivares
resistentes a doenga sao escassas. Cultivares oriundas de Vitis labrusca, V.
vinifera e V. rotundifolia sdo suscetiveis a ferrugem. Algumas observagdes no
campo relatam que variedades americanas como Niagara e Isabel e diversos
porta-enxertos sédo mais suscetiveis do que variedades européias (TESSMANN
et al., 2004; SONEGO et al., 2005).

1.3 DETERMINACAO DE PARAMETROS MONOCICLICOS E DE
COMPONENTES DE RESISTENCIA A FERRUGENS EM CONDIGOES
CONTROLADAS

O conhecimento da biologia do patégeno, das condi¢des climaticas
favoraveis ao desenvolvimento das epidemias e da resisténcia varietal € muito
importante para o estabelecimento de medidas de controle adequadas. Muitos
fatores afetam o ciclo da doenga, incluindo fatores ambientais (temperatura,
molhamento foliar e luz), fatores relacionados ao hospedeiro (idade da planta,
idade da folha, estadio de desenvolvimento da planta) e fatores relacionados
ao patogeno (idade dos urediniosporos, densidade dos esporos, idade da
les&o).

Dados que explicam o desenvolvimento da epidemia no campo podem
ser obtidos através do estudo dos parédmetros monociclicos da doenga em
condigdes controladas. A influéncia da temperatura, umidade e luz no processo
de infeccdo e colonizacdo de patdgenos foliares em cémara de crescimento
permitem o isolamento dos efeitos ambientais especificos (ROTEM, 1988).
Estudos realizados em condigbes controladas indicaram que os fatores
climaticos tais como: a temperatura, umidade e luz, sdo os principais
determinantes no processo de infecgdo e desenvolvimento das ferrugens nas
plantas (JOSEPH; HERING, 1997; WEBB; NUTTER JR., 1997; MARTINS;



AMORIM, 1999; MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002, MUELLER; BUCK, 2002,
NEGUSSIE ET AL., 2005).

As ferrugens podem se desenvolver numa ampla faixa de variagcao de
temperatura. A severidade de Puccinia hemerocallidis ocorre com maior
intensidade em plantas de lirio mantidas a 22°C (MUELLER; BUCK, 2002). No

entanto, a infeccdo da ferrugem do alamo foi mais elevada na faixa de

temperatura entre 16-210C (MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002). Entretanto,
flutuacbes extremas de temperatura podem ser altamente desfavoraveis. O
fungo P. pachyrhizi ndo infecta plantas de soja quando submetidas a
temperatura maiores de 27,5°C (MARCHETTI et al. 1976). A infecgdo maxima
de Puccinia psidii em Eucalyptus grandis foi observada na faixa de
temperaturas de 20-25°C (RUIZ et al., 1989).

Assim como a temperatura, a duracdo do molhamento foliar é essencial
no processo de infecgdo das ferrugens e o tempo necessario com agua livre
varia de um patossistema para o outro (JOSEPH; HERING, 1997; WEBB;
NUTTER JR., 1997; GODOY et al., 1999; MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002;
MUELLER; BUCK, 2002, NEGUSSIE et al., 2005). A infeccao de Puccinia
polysora, em milho, ocorre apdés 2-4 horas de molhamento foliar, sob a
temperatura de 20-25°C (GODOY et al., 1999).

Diferentes periodos latentes sdo observados para as ferrugens
hospedeiros de diversas espécies (MARCHETTI et al., 1976; TESSMANN,
1992; WEBB; NUTTER JR., 1997; MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002; MUELLER,;
BUCK, 2003; PFISTER et al., 2004). Para as ferrugens Uromyces striatus,
Thekopsora minima, Phakopsora pachyrhizi, entre outras, o periodo latente
diminui com o aumento da temperatura de 15 para 25°C (WEBB; NUTTER JR.,
1997; PFISTER et al., 2004; PIVONIA; YANG, 2006).

A resisténcia genética € uma estratégia importante para o controle de
doencas de maneira geral. Estudos sobre a resisténcia genética de ferrugens
tém sido realizados em diversos patossistemas (PATAKY; HEADRICK, 1988;
SILVA et al., 2001; CHAVES et al., 2004; PEI et al., 2004; RIME et al., 2005;
CLIFFORD; RODERICK, 1981).



1.4 OBJETIVOS DA PESQUISA

(i) Avaliar, em condi¢des controladas, a influéncia da temperatura, da
duragcao do molhamento foliar e da luz na infecgao de P. euvitis em
videira ‘Niagara Rosada’, e da temperatura na colonizagdo do
patégeno;

(i) determinar o efeito da temperatura e da luz na germinagdo e da
temperatura na viabilidade de urediniésporos de P. euvitis;

(i) elaborar e validar uma escala para avaliagdo da severidade da
ferrugem da videira;

(iv) avaliar a resisténcia a ferrugem em porta-enxertos e cultivares-
copas de videira em condi¢des controladas;

(v) determinar o efeito da concentragdo de uredinidsporos de P. euvitis
e da idade da folha na infeccao de P. euvitis em videira ‘Niagara

Rosada’.



CAPITULO |

INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DA UMIDADE NA INFECGAO E NO
DESENVOLVIMENTO DA FERRUGEM DA VIDEIRA

1 INTRODUGAO

A ferrugem da videira foi constatada no Brasil em 2001, no norte do
Parana, no municipio de Jandaia do Sul (TESSMANN et al., 2001), e nos anos
seguintes foi observada também para outras regides do pais. A doenga foi
constatada até o momento nos Estados de Sio Paulo, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Rio de Janeiro e
Pernambuco (GAVA et al.,, 2003; PAPA et al., 2003; SOUZA et al.,, 2004
MACAGNAN et al., 2005; TAVARES et al., 2005; THEODORO et al., 2005).

A ferrugem da videira é endémica em diversas regides tropicais do
mundo, estende-se também para algumas regides subtropicais e temperadas
(Leu, 1988). Na Asia, a doenca ocorre em Bangladesh, na China, na india, na
Indonésia, no Japéao, na Coréia do Norte, na Coréia do Sul, nas Filipinas, no Sri
Lanka, em Taiwan e na Tailandia (EUROPEAN AND MEDITERRANEAN
PLANT PROTECTION ORGANIZATION, 2005). Nas Américas, a doenca esta
presente no Sul e Leste dos EUA, na América Central, na Coldbmbia e na
Venezuela (LEU, 1988; ONO, 2000). A doenca foi constatada na Australia em
2001 (WEINERT et al., 2003) e nao ha relato da sua ocorréncia na Europa e
Africa.

A doenga causa desfolha antecipada da videira, prejudica o
desenvolvimento dos ramos e a maturagao dos frutos. No Parana, na auséncia
de controle quimico, a doenga pode causar a perda total da produgdo em
videira ‘Niagara Rosada’ (Vitis labrusca L. x V. vinifera L.) produzida na safra
tempora, em decorréncia dos danos a maturacdo dos frutos (VIDA;

TESSMANN, 2005).
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O agente causal da ferrugem da videira é o fungo Phakopsora euvitis
Ono, sendo uma ferrugem macrociclica e heteroécia. No entanto, o ciclo
completo de vida do patégeno foi observado apenas na Asia (ONO, 2000),
onde as fases espermogonial (0) e aecial (I) ocorrem na planta arbustiva
Meliosma myriantha (Sabiaceae), e as fases uredinial (I1), telial (1) e basidial
(IV) ocorrem em Vitis spp. No Brasil, presume-se que essa ferrugem apresente
ciclo de vida incompleto porque n&o ocorre a espécie hospedeira alternante,
estimando-se que apenas a fase uredinial tenha importédncia epidemioldgica
(VIDA; TESSMANN, 2005).

O estudo dos parametros monociclicos da ferrugem da videira, em
condigbes controladas, é importante para o entendimento da influéncia de
fatores climaticos no progresso da doenga no campo. O estudo da influéncia da
temperatura, umidade e luz no processo de infeccao e colonizagdo de
patdégenos foliares, em camara de crescimento permite o isolamento dos
efeitos ambientais especificos, fornecendo dados que explicam o
desenvolvimento da epidemia no campo (ROTEM, 1988). Estudos dos
parametros monociclicos tém sido realizados para ferrugens em diversas
especies de plantas hospedeiras, evidencia a importancia da temperatura,
duracdo do molhamento foliar e da luz na infec¢do e desenvolvimento da
doenca (WEBB; NUTTER JR., 1997; MARTINS; AMORIM, 1999; MAY-DE-
MIO; AMORIM, 2002; MUELLER; BUCK, 2002).

Os parametros monociclicos da ferrugem da videira ainda ndo foram
estudados em uvas americanas e hibridas de interesse econémico para o
Brasil, de modo que o conhecimento do efeito da temperatura, umidade e luz
no processo de infecgdo e no desenvolvimento da doenga em uvas cultivadas
nas regides tropicais Brasil € importante para o entendimento da epidemiologia
da doencga e aplicagdo de medidas de controle adequadas.

O objetivo do trabalho foi avaliar, em condigdes controladas, a
influéncia da temperatura, da duragdo do molhamento foliar e da luz na
infeccao de P. euvitis em videira ‘Niagara Rosada’, e da temperatura na

colonizagao do patégeno.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 PRODUCAO DE MUDAS

Os experimentos foram conduzidos em plantas de videira da variedade
‘Niagara Rosada’, susceptivel a P. euvitis. As mudas foram obtidas por meio da
propagag¢ao de estacas em vasos com capacidade de 2000 cm®. As plantas

foram mantidas em casa de vegetacao até a inoculagéo.
2.2 OBTENCAO, MANUTENCAO E MULTIPLICACAO DO INOCULO

O inéculo inicial foi obtido a partir de uredinidsporos coletados de folhas
de videira da cultivar ‘Niagara Rosada’ com infec¢ao natural, no municipio de
Marialva, PR. Foi preparada uma suspensdo de urediniésporos na
concentracdo de 10° esporos/mL em uma solucdo de agua com Tween 20 a
0,01%. A inoculagao foi feita em plantas da variedade ‘Niagara Rosada’ por
meio da pulverizagdo da suspensdo dos esporos até o ponto de escorrimento.
Logo apds, os vasos com as mudas inoculadas foram cobertos com saco
plastico preto umedecido, vedados proximo a base dos vasos, por 24 horas, a
fim de formar uma camara umida e simular o periodo de molhamento do
campo. Para a multiplicacdo do indculo, as mudas foram mantidas em camara

de crescimento, com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 24+2°C.

2.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DURACAO DO MOLHAMENTO
FOLIAR NA INFECCAO DE Phakopsora euvitis EM VIDEIRA ‘NIAGARA
ROSADA’

Mudas de videira com 4-6 folhas foram inoculadas com uma suspenséao
de urediniésporos na concentracdo de 10° esporos/mL em solugdo de Tween
20 a 0,01%, por meio de pulverizagao, até o ponto de escorrimento. A
pulverizagao foi realizada na face inferior das folhas, inoculando uma a uma.
Imediatamente, apds inoculagédo, as mudas foram submetidas as temperaturas
de 15, 20, 25 e 30°C em BOD e aos tempos de molhamento foliar de 0, 3, 6, 12
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e 24 horas, no escuro. Para camara umida, os vasos umedecidos foram
vedados com saco plastico preto (100 litros), e retirados apds cada periodo de
molhamento foliar citado. Apds cada periodo de camara umida, as mudas
foram expostas a ventilagao para remover o excesso de agua na superficie das
folhas. Apos o periodo maximo de camara umida, as plantas foram mantidas a
temperatura de 23-26°C e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas trés
repeticbes (planta) para cada tratamento. Para quantificar, a doenga foi
avaliado o nimero de pustulas por cm? de quatro regides do limbo foliar no
periodo de 6 a 10 dias apds a inoculagdo. A quantificacéo foi feita através de
uma lupa 20x com uma camera digital acoplada. Os dados foram transferidos
para um computador para a contagem das pustulas. Para a avaliacdo do
periodo latente, foram marcadas duas folhas e contado o numero de pustulas,
diariamente, até a estabilizacdo. Considerou-se como periodo latente, o tempo
decorrido, em dias, desde a inoculagao até o aparecimento de 50% de pustulas

esporulantes. Os resultados foram analisados através de regressao multipla.

2.4 INFLUENCIA DA DURACAO DA LUZ SOBRE A INFECCAO DE
Phakopsora euvitis EM VIDEIRA ‘NIAGARA ROSADA’

Mudas de videira com 4-6 folhas foram inoculadas com uma suspensao
de urediniésporos na concentracdo de 10° esporos/mL em solugdo de Tween
20 a 0,01%, por meio de pulverizagdo. Imediatamente, apds inoculagdo, as
mudas foram transferidas para camara de crescimento na temperatura de 20-
25°C e submetidas a periodos de luz: 2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas, seguidos
de escuro até completarem 24 horas. O mesmo procedimento foi realizado
deixando-se as plantas, inicialmente, no escuro por 2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24
horas, seguidos de luz até completarem 24 horas. Posteriormente, as plantas
foram mantidas a temperatura de 23-26°C e fotoperiodo de 12 horas por 10
dias. Para quantificar a doenga, foi avaliado o nimero de pustulas em 2 cm?de

guatro regides do limbo foliar no periodo de 6 a 10 dias apds a inoculagao.
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2.5 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NO DESENVOLVIMENTO DA
FERRUGEM DA VIDEIRA

Mudas de videira foram inoculadas como descrito no item 2.3. Apos a
inoculagéo, as mudas foram submetidas a temperatura 20°C por 24 horas de
camara umida, no escuro. Posteriormente, as plantas foram mantidas as
temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas
quatro repeticbes e para quantificar a doenca foi avaliado o numero de
pustulas/cm? de quatro regides do limbo foliar, como descrito no item 2.3.
Determinou-se o periodo latente, conforme descrito no item 2.3. A partir dos
dados obtidos, obteve-se, por meio de analise de regressdo, o efeito da

temperatura no desenvolvimento e no periodo latente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DURAGCAO DO MOLHAMENTO
FOLIAR NA INFECCAO DE Phakopsora euvitis EM VIDEIRA ‘NIAGARA
ROSADA’

A temperatura e o periodo de molhamento foliar influenciaram o
processo de infeccao de P. euvitis (Figura 1). Os primeiros sinais da ferrugem
foram visualizados seis dias apos a inoculagédo, nas temperaturas de 20 e
25°C. Os maiores de niveis de infecgdo foram observados a 20°C com os
periodos de molhamento foliar de 12 e 24 horas. Foi necessario o minimo de
seis horas de molhamento foliar para ocorrer infecgao nas temperaturas de 15,
20 e 25°C. Nao ocorreu infecgdo nas mudas submetidas a 30°C em nenhum
dos tempos de molhamento foliar testados. A relagdo entre a temperatura e o
periodo de molhamento foliar foi descrita pela equagao Y = -1085,3 + 87,8T +
61,5MF — 1,9T% — 1,0MF? — 0,9TMF (R? = 0,78), onde Y = nimero pustulas/cm?,
T = temperatura e MF = molhamento foliar (Figura 1).

Dentre os fatores climaticos, a temperatura, umidade e luz sdo os
principais determinantes no processo de infeccdo e desenvolvimento das
ferrugens nas plantas (WEBB; NUTTER JR., 1997; MARTINS; AMORIM, 1999;
MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002; MUELLER; BUCK, 2002).

Os niveis de infeccao de P. euvitis foram mais elevados quando as
plantas inoculadas foram mantidas na temperatura de 20°C. A temperatura
otima para infecgdo pode variar entre as ferrugens. Resultados semelhantes
foram encontrados na infecgdo de Puccinia hemerocallidis onde a severidade
da doenga ocorreu com maior intensidade em plantas mantidas a 22°C
(MUELLER; BUCK, 2002). No entanto, as maiores taxas de infeccdo da

ferrugem do alamo foi observada na faixa de temperatura entre 16-210C (MAY-
DE-MIO; AMORIM, 2002).

Verificou-se neste trabalho que a 30°C n&o ocorreu a infeccao de P.
euvitis em videira ‘Niagara Rosada’. Resultado semelhante foi obtido por
Marchetti et al. (1976), em plantas de soja inoculadas com Phakopsora

pachyrhizi e submetidas a 27,5°C.
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Y =-1085,3 + 87,8T + 61,5MF — 1,9T? — 1,0MF2- 0,9TMF
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Figura 1 — NUmero de puUstulas/cm? em mudas de videira ‘Niagara Rosada’, em
diferentes temperaturas e periodos de molhamento foliar. T =
temperatura; MF = molhamento foliar.

Assim como para outras ferrugens, o tempo de duragdo do
molhamento foliar foi essencial no processo de infeccdo de P. euvitis na
videira, confirmando a necessidade de agua livre para o estabelecimento do
patdgeno no hospedeiro (JOSEPH; HERING, 1997; WEBB; NUTTER JR.,
1997; GODOQY et al., 1999; MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002; MUELLER; BUCK,
2002, NEGUSSIE et al., 2005). Contudo, o tempo de agua livre necessario para
a infecgado é variavel para as diferentes ferrugens. Por exemplo, 2-4 horas de
molhamento foliar, sob a temperatura de 20-25°C, foram suficientes para
infeccao de Puccinia polysora em milho (GODOQY et al., 1999). Para ocorrer a
infeccao por P. euvitis na videira foram necessarios pelo menos seis horas de
presenca de agua livre na superficie das folhas, muito embora 0 numero de
pustulas por cm? foi sete vezes maior nas plantas submetidas a 12 e 24 horas

de molhamento foliar.
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3.2 INFLUENCIA DA LUZ NA INFECCAO

A quantidade de pustulas/cm?® observadas, apds a infecgdo por P.
euvitis na videira, variou em funcdo da duracdo dos periodos inicias de
exposic¢ao a luz e ao escuro (Figuras 2 e 3). Os niveis de infecgdo nas plantas
foram mais elevados quando a incubag¢do ocorreu sob periodos de escuro
prolongados. Quando as mudas foram inoculadas e submetidas aos diferentes
periodos iniciais de luz, verificou-se que os maiores niveis de infec¢ao
ocorreram nas plantas que permaneceram quatro horas no claro, seguida de
20 horas de escuro. Os niveis de infecgdo diminuiram com o aumento de horas
de exposicao inicial a luz (Figura 2).

Quando os periodos iniciais foram de exposi¢cao ao escuro, verificaram-
se menores niveis de infeccdo quando as plantas foram submetidas a apenas
qguatro horas de escuro, seguido de 20 horas de claro. Os maiores niveis de
infeccao por P. euvitis foram observados com o aumento do numero de horas
de exposicao inicial ao escuro (Figura 3). Periodos iniciais de escuro de 12
horas ou mais proporcionaram niveis de infeccdo mais elevados do que
periodos de quatro e oito horas. Porém, também ocorreu infecgdo quando as

plantas foram mantidas o periodo inicial de 24 horas sob luz continua.
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Figura 2 — Efeito do fotoperiodo na infecgédo de Phakopsora euvitis em mudas
de videira ‘Niagara Rosada’. Barras representam o desvio-padrao
da média
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Figura 3 — Efeito do fotoperiodo na infeccdo de P. euvitis em mudas de videira
‘Niagara Rosada’. Barras representam o desvio-padrao da média.

Os resultados deste trabalho evidenciam que periodos de molhamento
foliar noturnos sdo mais favoraveis a infeccao.

O efeito inibitério da luz na infeccdo de ferrugens também foi descrito
por outros autores. Por exemplo, o efeito da luz durante o periodo de camara
Uumida reduziu a infeccdo de Puccinia psidii em eucalipto. Entretanto, a luz
fornecida apds o periodo de incubacéo estimulou a infeccdo e a esporulagao
deste patégeno (RUIZ et al., 1989). Estudos da luz, na pré-inoculagéo,
indicaram que a penetragcdo do fungo P. striiformis foi maior em plantas
expostas a luz 16 horas antes da inoculagdo. A luz foi descrita pelos autores
como um sinal para atracdo do tubo germinativo pelo estémato (DE
VALLAVIEILLE-POPE et al., 2002).

3.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NO DESENVOLVIMENTO DA DOENCA

Verificou-se que a temperatura influenciou o desenvolvimento da
ferrugem da videira. Os maiores niveis de infecgdo foram observados a 20°C e
o menor a 30°C. A relagdo entre a temperatura e o desenvolvimento da
ferrugem da videira foi descrita pela equagdo Y = - 0,34x° + 12,66x — 28,10 (R?
= 0,84), onde Y = numero pustulas/cm? e x = temperatura (Figura 4). Nas
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temperaturas de 20 e 25°C, o periodo latente foi de sete dias, sendo o
desenvolvimento mais lento na temperatura de 15°C, com periodo latente de
13 dias (Figura 5). A relagéo entre o periodo latente e a temperatura foi descrita
pela equacdo Y = 1,75x? - 10,25x — 21,25 (R? = 0,94), onde y = periodo latente
em dias e x = temperatura.

Nas temperaturas testadas, no limite de 60 dias, nao foi verificada a
formacao de telidsporos em condigbes controladas. No campo, eventualmente
constata-se a ocorréncia da fase telial (TESSMANN et al., 2004).

A influéncia da temperatura no desenvolvimento de diversas ferrugens
esta bem evidenciada na literatura (RUIZ et al., 1989; GODOY et al., 1999;
PFISTER et al., 2004). A ferrugem da videira pode se desenvolver numa ampla
faixa de variagdo de temperatura (15 a 30°C), mas, flutuagbes extremas séo
altamente desfavoraveis. Resultado semelhante foi observado no

desenvolvimento de P. psidii no eucalipto (RUIZ et al., 1989).
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Figura 4 — Efeito da temperatura no desenvolvimento de Phakopsora euvitis.
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Figura 5 — Efeito da temperatura no periodo latente da ferrugem Phakopsora
euvitis, em mudas de videira ‘Niagara Rosada’ submetidas a
diferentes temperaturas, apds 24 horas de camara imida a 20°C.

O periodo latente do fungo P. euvitis foi de sete dias nas plantas
submetidas as temperaturas de 20 e 25°C. Resultados semelhantes foram
observados onde o periodo latente diminuiu com o aumento da temperatura de
15 para 25°C (WEBB; NUTTER JR., 1997; PFISTER et al., 2004). O periodo
latente de Puccinia polysora foi de 14 dias a 15°C e de 8-9 dias a 25°C
(GODOY et al., 1999). O curto periodo latente do fungo P. euvitis observado a
20-25°C é um fator que contribui para que epidemias da doenga sejam
explosivas, em que a maior parte do ciclo da cultura ocorre sob temperaturas
de 24-28°C no norte do Parana.

Naruzawza et al. (2006) verificaram que 0s primeiros sintomas e sinais
da ferrugem da videira, em plantas de videira inoculadas e mantidas no campo,
foi de 11 dias em folhas maduras No entanto, no presente trabalho, verificou-se
0 aparecimento das primeiras pustulas de P. euvitis aos 6 a 7 dias apos

inoculagéo, sob temperatura constante de 20-25°C.
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O periodo latente da ferrugem da videira foi de 7-8 dias nas
temperaturas de 20 e 25°C e de 11 dias na temperatura de 15°C. Diferentes
periodos latentes sao observados para as diferentes ferrugens em hospedeiros
de diversas espécies (MARCHETTI et al., 1976; TESSMANN, 1992; WEBB;
NUTTER, 1997; MAY-DE-MIO; AMORIM, 2002, MUELLER; BUCK, 2003;
PFISTER et al., 2004). Para Thekopsora minima, em azaléia, o menor periodo
latente, 10 dias, ocorreu na temperatura de 23°C (PFISTER et al., 2004).
Periodo latente de 17 dias foi observado para Uromyces striatus em alfafa
(WEBB; NUTTER, 1997).

Para ferrugem da videira, assim como para outras ferrugens, a
temperatura pode determinar a rapidez e a extens&o da infeccdo e o periodo
de molhamento foliar € um fator importante no estabelecimento do processo de
infeccao. Os resultados deste trabalho poderao ser uteis em trabalhos futuros

de epidemiologia e controle da ferrugem da videira no campo.
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4 CONCLUSOES

A temperatura de 20 e periodos de molhamento foliar entre 12 e 24
horas propiciaram maiores niveis de infeccdo em mudas de videira
‘Niagara Rosada’.

Maiores niveis de infeccdo de P. euvitis foram observados com o
aumento do numero de horas de exposicao inicial ao escuro apos a
inoculacédo, evidenciando que periodos de molhamento foliar
noturnos séo mais favoraveis a infeccgao.

A temperatura durante a colonizagao influenciou a duragdo do
periodo latente, com periodo latente menor (de sete a oito dias)

observado nas temperaturas de 20 e 25°C.
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CAPITULO II

VIABILIDADE E GERMINAGAO DE UREDINIOSPOROS DE Phakopsora

euvitis

1 INTRODUGAO

A ferrugem da videira é causada pelo fungo Phakopsora euvitis Ono
(Ono, 2000). Esse patégeno coloniza as folhas da videira (Vitis spp.) e causa
desfolha precoce das plantas. Embora essa ferrugem apresente ciclo completo
na Asia (ONO, 2000), apenas as suas fases uredinial e telial foram constatadas
no Brasil onde se presume que os urediniésporos sejam o inéculo primario e
secundario para essa doenca (TESSMANN et al., 2004a).

Por ser uma doenga constatada recentemente no Brasil, existem
poucas informagdes sobre a biologia do patégeno e a epidemiologia da
doenca. Ap6s sua constatagcdo no norte do Parana, em 2001, essa doenca
disseminou-se e tornou-se endémica em regides do Brasil de climas tropical e
subtropical, em periodos de inverno com temperaturas amenas, nas
proximidades e acima do Tropico de Capricérnio. Tem-se verificado que
apenas nessas regides a ferrugem da videira tem causado danos. Nessas
regides, produzem-se duas safras anuais de uva, ocorrendo tecido foliar verde
durante todo o ano. Isso provavelmente porque nessas regides o patdégeno
sobrevive de uma safra para outra e coloniza folhas verdes de videira, produz
urediniésporos. Nas regides em que ocorre desfolha completa das plantas no
inverno, estima-se que a sobrevivéncia do patégeno seja prejudicada pela
auséncia de tecidos verdes da hospedeira e isso reduz ou impede a
manutencdo da viabilidade do inéculo inicial da doenga para novas epidemias
(VIDA; TESSMANN, 2005).

A fase de germinagao dos urediniésporos na superficie das folhas, que
ocorre na fase de pré-infecgao, € influenciada por diversos fatores ambientais,
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sendo esta a fase critica para o estabelecimento do patégeno. Varios estudos
comprovam a influéncia da temperatura, agua livre e luz na germinagao de
urediniésporos de varias ferrugens em diversas hospedeiras (PIZA; RIBEIRO,
1988; JOSEPH; HERING, 1997; TAPSOBA; WILSON, 1997; Pfister et al.,
2004; NEGUSSIE et al., 2005). A determinagao da extensao dos fatores que
influenciam na germinacao dos esporos é importante para o conhecimento das
condi¢cbes favoraveis para inoculacdo e infeccdo de plantas em casa de
vegetacdo (MUELLER; BUCK, 2003).

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da temperatura e da
luz na germinagéo e da temperatura na viabilidade de urediniésporos do agente

causal da ferrugem da videira, P. euvitis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 INFLUENCIA DA DURACAO DO PERIODO DE INCUBACAO NA
GERMINAGCAO IN VITRO DE UREDINIOSPOROS P. euvitis

Foi preparada uma suspensao de urediniésporos em agua estéril na
concentragdo de 10° esporos/mL produzidos em folhas de mudas videira
‘Niagara” e coletados aos 15 dias ap6s a inoculagdo. Uma aliquota de 100 uL
desta suspensao foi espalhada sobre a superficie de cada placa de Petri
contendo agar-agua 2%. Foram utilizadas quatro repeticbes e as placas foram
mantidas no escuro a 25°C, por periodos de 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas. Para
manter as placas no escuro, estas foram cobertas com papel aluminio. Foi
marcada uma area em cada placa e, apdés cada periodo foi avaliado o
percentual de esporos germinados e nao-germinados em microscopio optico.
Foram considerados germinados o0s esporos com tubo germinativo de

comprimento igual ou maior ao comprimento do esporo.

2.2 INFLUENC}IA DA TEMPERATURA E DA LUZ NA GERMINAGAO DE
UREDINIOSPOROS

Para produgao dos esporos, adotou-se o0 mesmo procedimento do item
2.1. Uma aliquota de 100 uL da suspensao de esporos foi espalhada sobre a
superficie de cada placa de Petri, contendo agar-agua 2%. As placas (quatro
repeticbes/temperatura) foram mantidas no escuro (placas foram cobertas com
papel aluminio) e sob luz continua de em estufa incubadora tipo BOD, nas
temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C, por um periodo de 24 horas. Foram
avaliados 100 esporos tomados ao acaso de cada placa, estabelecendo o
percentual de esporos germinados e nao-germinados, em microscopio optico.
Foram considerados germinados o0s esporos com tubo germinativo de

comprimento igual ou maior ao comprimento do esporo.
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2.3 VIABILIDADE DE UREDINIOSPOROS

Urediniésporos de P. euvitis, produzidos em mudas de videira ‘Niagara
Rosada’, foram coletados apds o 14° dia da inoculagdo. Os esporos foram
colocados em tubos eppendorf (1,5ul), envoltos com papel aluminio e
armazenados sob as temperaturas de —20, 5+2, 23+2°C e 33+2°C. A
viabilidade foi avaliada através da germinagdo dos urediniésporos em meio
agar-agua. Para a avaliagao, foi preparada uma suspensao de urediniésporos
em &gua estéril na concentragdo de 10° esporos/mL, por temperatura de
armazenamento. No teste de germinagdo, uma aliquota de 100 uL desta
suspensao foi espalhada sobre a superficie de cada placa de Petri, contendo
agar-agua 2%. Foram utilizadas quatro repeticdes e as placas foram mantidas
no escuro a 25°C. A avaliagdo da germinagéo dos esporos foi realizada como

descrito no item 2.2.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIA DA DURAGCAO DO PERIODO DE INCUBACAO NA
GERMINACAO IN VITRO DE UREDINIOSPOROS DE P. euvitis

A duracdo do periodo de incubacado influenciou diretamente na
porcentagem de germinagdo dos urediniosporos de P. euvitis (Figura 1).
Verificou-se a ocorréncia de germinagao dos esporos apos 6 horas de
incubacao, obtendo-se 2,3% de urediniésporos germinados. O nivel de
germinagao dos esporos aumentou para 8, 15, 29 e 64% ao longo do periodo

de incubacéao de 8, 10, 12 e 24 horas, respectivamente.
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Figura 1 — Porcentagem de germinacao de urediniésporos em meio agar-agua
apos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas, no escuro a 25°C.

O tempo necessario para o inicio da germinacéo dos uredinidosporos in
vitro é diferente entre as espécies de ferrugens. Por exemplo, o indice de
germinagao de urediniésporos de Thekopsora minima foi de 49% apos 3 horas

de incubacdo (PFISTER et al., 2004); e para P. pachyrhizi, o indice de
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germinacao foi de aproximadamente 24% apds 4 horas de incubagéo e
aumentou para aproximadamente 40% apdés 22 horas de incubacao
(MARCHETTI et al., 1975).

3.2 INFLUENC}IA DA TEMPERATURA E DA LUZ NA GERMINACAO DE
UREDINIOSPOROS DE P. euvitis

Apds 24 horas de incubagdo, sob o regime de luz, o maior indice de
germinagdo dos uredinidsporos foi de 67,5% sob temperatura de 20°C e o
menor indice 5,75% a 30°C (Figura 2). As placas armazenadas no escuro, nas
temperaturas de 15, 20 e 25°C obtiveram os seguintes indices de germinagéo
25, 66, 49%, respectivamente (Figura 2). Os esporos nao germinaram sob
temperatura de 30°C no escuro.

A relagdo entre a temperatura e a porcentagem de germinagédo, no
escuro, foi descrita pela equacgdo quadratica y = -0,9T% + 38,66T - 351,1 (R? =
0,98), onde y = porcentagem de germinagcao e T = temperatura. E a relagao
entre a temperatura e a porcentagem de germinacao, no claro, foi descrita pela
equacdo quadratica y = -0,7T% + 29,40T - 246,51 (R? = 0,946). A temperatura
6tima para germinagdo no escuro e no claro foi de 21°C (Figura 2).

Ao contrario do que ocorre com outras ferrugens, em que a luz € um
fator inibitério na germinagdo dos urediniésporos (PIZA; RIBEIRO, 1988;
WEBB; NUTTER, 1997), P. euvitis apresentou alto indice de germinacéo
mesmo quando submetido a luz continua por 24 horas. Tal efeito também foi
verificado para Puccinia substriata var. indica (TAPSOBA; WILSON, 1997).
Segundo Joseph e Hering (1997), uredinidosporos de Uromyces viciae-fabae
apresentam um periodo de indugdo na germinagdo e apos este periodo a
germinagao nao € afetada pela luz.

Temperaturas elevadas, acima de 30°C, inibem a germinagdo dos
esporos de P. euvitis. A temperatura 6tima para germinagao de uredinidsporos
de P. euvitis foi similar a relatada para diversas outras ferrugens, tal como P.
substriata (TAPSOBA; WILSON, 1997), T. minima (PFISTER et al., 2004) e U.
viciae-fabae (NEGUSSIE et al., 2005). Inclusive, o indice de germinagcao
diminuiu com o aumento da temperatura de 20 para 25°C. Efeito semelhante
também foi obtido na germinacao de Puccinia allii (GILLES; KENNEDY, 2003).
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Figura 2 — Germinagédo de urediniésporos em meio agar-agua sob diferentes
temperaturas, nos regimes de luz continua (A) e escuro (B).

3.3 VIABILIDADE DE UREDINIOSPOROS

O tempo de armazenamento e a temperatura durante o
armazenamento tiveram efeito significativo na redugdo da germinagcéo de
urediniésporos de P. euvitis (Figura 3). Urediniésporos coletados aos 14 dias
apos a inoculagado apresentaram germinagao de 87%, e apos 15 dias de
armazenamento nas temperaturas de -20, 51, 23+2°C, a germinagdo foi de
55, 58, 60%, respectivamente. A menor porcentagem de germinagao foi de

5,6%, observada nos esporos armazenados a 30+2°C.
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Figura 3 - Efeito do tempo de armazenamento na germinagcao de

urediniésporos de Phakopsora euvitis.

A porcentagem de germinagao diminuiu com o aumento do periodo de
armazenamento para todas as temperaturas avaliadas. Esporos armazenados
a 23+2°C obtiveram o maior indice de germinagdo. Apos 45 dias de
armazenamento, houve reducao significativa na porcentagem de germinacéao
dos urediniésporos mantidos nas temperaturas de -20, 5+2 e 23+2°C,
correspondendo a 19, 19.7 e 57, respectivamente. E apdés 60 dias de
armazenamento, a porcentagem de germinagédo dos urediniésporos mantidos
em todas as temperaturas foi inferior a 10%.

Urediniésporos submetidos a baixas temperaturas podem entrar em
dorméncia, conseqientemente diminui sua germinacao. Possivelmente isso
seja uma explicagdo para a menor porcentagem de germinagao verificada aos
urediniéosporos de P. euvitis quando armazenados a — 20 e 5+2°C. Para
urediniésporos de Uromyces appendiculatus armazenados a 5°C/50% de
umidade relativa, a utilizagdo de choque térmico (40°C por 10 minutos) foi

essencial, aumentando sua capacidade infectiva (FALEIRO et al., 2000).
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Urediniésporos de P. euvitis armazenados a 30+2°C tiveram um efeito
negativo da temperatura na manutencdo da sua viabilidade. Resultados
semelhantes foram obtidos para Puccinia psidii, em que uredinidosporos
armazenados a 30°C perderam a capacidade infectiva apos 18 dias a 50% de
umidade relativa (UR) e 15 dias a 90% de UR (SUZUKI; SILVEIRA, 2003).

Por outro lado, Pfender e Vollmer (1999), verificaram a ocorréncia de
sobrevivéncia de P. graminis subsp. graminicola no tecido da planta como
infeccdes latentes, e ficou evidenciado que temperaturas baixas de inverno
podem contribuir para a sobrevivéncia do inoculo.

Além da temperatura, a umidade relativa tem sido relatada como
variavel que tem efeito na reducdo do tempo de armazenamento de esporos
(FALEIRO et al.,, 2000; SUZUKI; SILVEIRA, 2003). Comparando-se o0s
tratamentos 5°C e -20°C e 5°C/50% umidade relativa, Faleiro et al. (2000)
verificaram que a umidade relativa foi importante na manutencao da viabilidade
dos urediniésporos de U. appendiculatus.

Além da temperatura, umidade relativa e luz, a presenca de
autoinibidores também pode afetar a viabilidade, a germinagcdo e a
sobrevivéncia dos urediniéosporos (RUIZ et al. 1989; TESSMANN, 1992;
SUZUKI; SILVEIRA, 2003). Aparecido et al. (2003) relatam a possibilidade de
existir substancias nos esporos mais jovens que estimulem a sua germinagao,
e ainda, na presenca de baixas concentracbes ou auséncia dessas
substancias, a germinacao nao ocorrera. A quantidade destas substancias se
modifica com a idade dos urediniésporos.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram que urediniésporos
de P. euvitis ndo sobrevivem por periodos prolongados. Mais estudos seréo
necessarios para a determinacido da duragcdo do tempo em que urédios
permanecem esporulantes e a viabilidade dos urediniésporos nas plantas em

condigcbes de campo, sob o efeito da temperatura, umidade e luz.
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4 CONCLUSOES

Uredinidsporos de P. euvitis requerem pelo menos 6 horas de
incubagao para iniciar a germinagao.

O maior indice de germinacado dos urediniésporos de P. euvitis
ocorreu a 20°C.

Uredinidsporos de P. euvitis germinaram tanto na presenca quanto
na auséncia de luz.

Urediniésporos de P. euvitis nao sobreviveram por periodos
prolongados, sendo a temperatura um dos fatores importantes na

manutengao da sua viabilidade.
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CAPITULO IlI

ELABORAGAO E VALIDAGAO DE ESCALA DIAGRAMATICA PARA
QUANTIFICAGAO DA SEVERIDADE DA FERRUGEM DA VIDEIRA

1 INTRODUGAO

A ferrugem da videira (Phakopsora euvitis Ono) foi constatada no Brasil
em 2001, no norte do Parana, tornando-se nos anos seguintes uma doenca
endémica também em outras regides do Brasil. A doenga causa o
desfolhamento antecipado das plantas, e prejudica o desenvolvimento dos
ramos e a maturacdo dos frutos. E uma doenca que apresenta grande
potencial destrutivo, conforme se tem verificado em algumas regides do
Parana, que na auséncia de controle quimico, pode causar a perda total da
produgao na videira ‘Niagara’ produzida na safra tempora, em decorréncia dos
danos a maturacgao dos frutos (VIDA; TESSMANN, 2005).

Os sintomas tipicos da ferrugem da videira sao pustulas de urédios,
alaranjadas, pequenas, formadas principalmente na face inferior de folhas
maduras, e podem também ocorrer com menor intensidade na face superior
das folhas. As pustulas coalescem e podem cobrir grande extens&o do limbo
foliar. Nos estagios mais avangados do desenvolvimento da doenga, também
se observam télios, de coloragao marrom escura, entremeados com os urédios.
As folhas colonizadas pelo patégeno amarelecem e secam, e o ataque severo
da doenca pode causar a queda prematura das folhas. O desfolhamento
antecipado das plantas prejudica o desenvolvimento dos ramos e a maturacao
dos frutos da videira (TESSMANN et al., 2004b).

A quantificacdo de doencas € necessaria tanto para o estudo de
medidas de controle, na determinagdo da eficiéncia de fungicidas ou na
caracterizacdo da resisténcia varietal, como para a epidemiologia, na

construcdo de curvas de progresso da doenca e estimativa dos danos
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(AMORIM, 1995). A escala diagramatica € uma representacao ilustrada de
plantas, folhas ou partes de plantas com sintomas em diferentes niveis de
severidade e seu uso tem se tornado uma ferramenta importante para
guantificacao da severidade de doencas (BERGAMIN FILHO; AMORIN, 1996)
em diversas culturas (AMORIM et al., 1993; LEITE; AMORIM, 2002; Martins et
al., 2004; SPOSITO et al., 2004; BELASQUE JR. et al., 2005; NASCIMENTO et
al., 2005).

A primeira escala foi desenvolvida por Nathan Augustus Cobb, em
1892, para ferrugem em cereais, na Australia. Essa escala foi dividida em cinco
niveis de severidade: 1, 5, 10, 25 e 50%. No entanto, um marco significativo no
desenvolvimento de escalas diagramaticas foi proporcionado por Horsfall e
Barratt, em 1945, que propuseram uma escala levando em consideragéo a lei
de Weber-Fechner. Segundo essa lei, a acuidade visual € inversamente
proporcional ao logaritmo do estimulo recebido, de maneira que, quanto maior
0 estimulo, menor a sua discriminagdao (CAMPBELL; MADDEN, 1990).

A quantificacdo precisa da area doente & uma tarefa dificil. Dessa
maneira, entre as estratégias propostas para a avaliagdo da severidade de
doencas, esta o uso de escalas diagramaticas que reduzem a subjetividade de
cada avaliagdo. Na elaboragao de escalas diagramaticas, deve ser considerado
o limite da quantidade maxima e minima da doenca encontrada no campo; 0s
sintomas devem ser proximos aos encontrados nas plantas no campo; e as
limitagbes de acuidade da visdo humana para determinar o0s niveis
intermediarios da severidade da doenga (NUTTER JR.; SCHULTZ, 1995).

Considerando-se a necessidade da geragdo de informagbes sobre
epidemiologia e manejo da ferrugem da videira no Brasil, demandando-se para
isso de metodologias adequadas de quantificagdo da doenga, este trabalho
teve por objetivo elaborar e validar uma escala para avaliacdo da severidade

da doenca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ELABORAGCAO DA ESCALA DIAGRAMATICA

Foram coletadas 50 folhas de videira com diferentes niveis de
severidade da doenga, em parreirais comerciais no municipio de Marialva —
PR. As folhas foram fotografadas com camera fotografica digital e as imagens
analisadas quanto a propor¢ao de area lesionada pela ferrugem, utilizando-se
para isso o programa ASSESS (Image Analysis Software for Plant Disease
Quantification) (LAMARI, 2002). Foram estabelecidos niveis intermediarios de
severidade para a escala levando em consideracao a lei de Weber-Fechner
sobre acuidade visual (CAMPBELL; MADDEN, 1990). A partir dos valores
obtidos, estabeleceu-se a escala diagramatica, considerando como area

doente a parte do tecido que contém pustulas amarelas.
2.2 VALIDACAO DA ESCALA DIAGRAMATICA

Para validacao da escala, sete avaliadores estimaram a severidade de
30 folhas digitalizadas, com niveis de severidade de 0,3 a 64% de doenca. Na
primeira etapa, os avaliadores estimaram a severidade sem o auxilio da escala.
Posteriormente, a severidade foi estimada utilizando-se a escala diagramatica
proposta na versao colorida. Apdés sete dias, as folhas foram avaliadas,
utilizando-se a mesma escala, mas na versao preta e branca. A precisdo e a
acuracia das estimativas visuais de cada avaliador foram determinadas por
regressao linear, considerando a severidade real como variavel independente e
a severidade estimada como variavel dependente. A precisao foi estimada pelo
coeficiente de determinagdo da regressdo (R?) e pela variagdo dos residuos
(severidade estimada menos a severidade real) (KRANZ, 1988; CAMPBELL,;
MADDEN, 1990; NUTTER JR.; SCHULTZ, 1995). A acuracia foi determinada
por meio do teste t aplicado ao coeficiente angular da reta (b) para testar a
hipétese Hy: b=1 e ao coeficiente linear da reta (a) para testar a hipétese Ho:
a=0, ambos obtidos pela regressao linear (NUTTER; SCHULTZ, 1995). A
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reprodutibilidade das avaliagbes entre os diferentes avaliadores foi testada por
meio de regressodes lineares em que tanto a variavel dependente quanto a
independente foram as estimativas dos diferentes avaliadores. Todos o0s
avaliadores foram confrontados entre si. Avaliou-se a precisdo e acuracia das
estimativas de todas as combinagdes (NUTTER; SCHULTZ, 1995).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escala diagramatica elaborada neste trabalho representou os niveis de
severidade de 1, 5, 12, 25, 50 e 75%, com as escalas nas versdes colorida e
preto-e-branco (Figuras 1 e 2). Os diferentes niveis representam a area doente do
tecido que contém pustulas amarelas, e tais niveis de severidade podem ser
normalmente encontrados em plantas naturalmente infectadas no campo. Valores
de severidade superiores a 75% sao raramente encontrados no campo, pois
severidade em torno desse nivel ou acima dele causa a queda das folhas.

Os limites maximos de area foliar doente, antes da queda das folhas,
variam conforme o patossistema. Por exemplo, para o cancro bacteriano em
folhas de videira, verificou-se que a severidade da doenca n&o ocorre com valores
de severidade acima de 60% da area foliar doente (NASCIMENTO et al., 2005).
Para a ferrugem asiatica da soja (P. phachyrhizi), valores acima de 80% de
severidade nas folhas raramente sao encontrados no campo (GODOQY et., 2006).

Os niveis de severidade de uma escala podem ser subdivididos em
intervalos menores, tal como tem sido proposto por diversos autores (AMORIM
et al., 1993; SPOSITO et al., 2004; MARTINS et al., 2004; NASCIMENTO et al.,
2005). No entanto, a escala deve ser elaborada tendo como base a “Lei de
Weber-Fechner” de acuidade visual e apresentar incrementos logaritmicos
entre os niveis de severidade (NUTTER JR.; SCHULTZ, 1995), ndo sendo
necessario o uso de um grande numero de intervalos pré-determinados tal
como foi utilizado por Horsfall e Barratt (1945).

Na validacado da escala apresentada nesse estudo, para a maioria dos
avaliadores, os valores da severidade estimada ficaram proximos dos valores
da severidade real (Figura 3). Isto pode ser comprovado na analise da
acuracia, que reflete a proximidade dos valores quantificados em relagdo aos
valores verdadeiros (NUTTER JR.; SCHULTZ, 1995; VALE et al., 2004). Sem o
uso da escala, os valores do coeficiente angular (b) para os avaliadores 1, 2 e
6 foram significativamente diferentes de 1, indicam a presenca de desvios

sistematicos e estes avaliadores ndo foram acurados.
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1% 5%

12% 25%

50% 75%

Figura 1 — Escala diagramatica colorida para avaliagdo da severidade da
ferrugem da videira.
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1% 5%

Figura 2 - Escala diagramatica em preto-e-branco para avaliacdo da

severidade da ferrugem da videira.
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Figura 3 — Regressdes lineares entre severidades real e estimada, pelos sete
avaliadores sem e com o0 uso da escala diagramatica. Linhas
tracejadas representam a situacao ideal (severidade estimada = real).

Com o emprego da escala colorida apenas o avaliador 2 nao foi
acurado, com b significativamente diferente de 1. Ja com a escala preto-e-

branco, os avaliadores 2 e 6 apresentaram b diferindo significativamente de 1.
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Evidenciando que com a escala diagramatica colorida a acuracia foi
ligeiramente superior em relagdo ao uso da escala preto-e-branco e também

em relagdo a nao-utilizagao de escala (Tabela 1).

Tabela 1 — Coeficientes lineares (a), coeficientes angulares (b) e coeficientes
de correlacdo (R obtidos nas regressdes entre as severidades
real e estimada.

Avaliadores Sem escala Escala Colorida Escala Preto-e-branco
ai bii RZ ai bii RZ ai bii R2
1 0,61 1,29* 0,85 099 1,14 0,90 -4,14 1,20 0,88
2 597 124* 091 3,55 1,22* 0,92 4,21 1,27 0,91
3 1,68 1,16 0,83 0,21 1,21 0,88 -1,34 1,04 0,78
4 1,89 0,88 0,83 2,49 1,09 0,89 1,69 0,88 0,82
5 -2,70 1,08 0,79 -3,43 1,03 0,84 -4,05 0,98 0,80
6 -0,27 0,85 0,76 -0,82 0,92 0,87 -1,90 0,73* 0,75
7 -2,28 1,03 0,78 -0,39 0,99 0,96 1,99 0,88 0,86
"astericos indicam que o valor do coeficiente linear da reta (a) foi diferente de zero pelo teste t
(p=0,05);

"astericos indicam que o valor do coeficiente angular da reta (b) foi diferente de um pelo teste t
(p=0,05).

A precisao refere-se a repetibilidade dos valores, para 0os quais se
espera menor variagao possivel entre si (NUTTER JR.; SCHULTZ, 1995; VALE
et al., 2004). Na primeira etapa da validagdo, sem o auxilio da escala, os
avaliadores apresentaram boa precisdo, com coeficientes de determinagéo da
regressdo (R?) entre 0,76 a 0,91 (média = 0,82) (Tabela 1). Porém, a precisdo
dos avaliadores melhorou quando os mesmos utilizaram a escala diagramatica
colorida, com R? variando de 0,84 a 0,96 (média = 0,89) (Tabela 1, Figura 3).
Com a escala em preto-e-branco a precisdo média dos avaliadores R? variou
de 0,75 a 0,91 (média 0,82). A menor precisdo observada com o uso da escala
preto-e-branco em relagdo ao uso da escala colorida pode ser explicada pela
dificuldade dos avaliadores em compararem a versao preto-e-branco da escala
com as cores presentes nas folhas doentes. Leite e Amorim (2002) utilizaram
folhas verdes para validagdo da escala da mancha de Alternaria em girassol,
concluindo que a acuracia diminui devido a dificuldade dos avaliadores em

comparar folhas verdes e escala preto-e-branco.
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A precisao foi confirmada pela variagdo dos erros absolutos. Os
maiores desvios ocorreram na faixa de 20% a 40% de severidade para a
maioria dos avaliadores (Figura 3). Outros autores confirmam que 0s maiores
desvios ocorrem quando a severidade € maior do que 10% (BELASQUI
JUNIOR et al.,, 2005). A maioria dos erros absolutos para os diferentes
avaliadores, quando utilizaram a escala colorida, ficou dentro dos valores
aceitaveis (10%), segundo critério adotado pelo programa de treinamento
WinCombro (CANTERI; GIGLIOTI, 1998).

Outro indicativo de preciséo é a reprodutibilidade que se refere a menor
variagdo nas estimativas, quando uma mesma amostra for avaliada por
diferentes avaliadores (CAMPBELL; MADDEN, 1990). As regressoes lineares
entre as severidades estimadas pelos sete avaliadores produziram R? maiores
guando estes utilizaram a escala colorida, entre 0,80 a 0,96 (Tabela 2). Sem o
uso da escala, os valores de R?variaram de 0,67 a 0,93. E ainda, com a escala
preto-e-branco, os valores de R? foram de 0,77 a 0,92. Portanto, com o uso da
escala colorida, os avaliadores foram mais precisos entre si na estimativa da
severidade da doenca. Na comparagcido entre os avaliadores, a maioria dos
coeficientes angulares e os lineares foram iguais a 1 e iguais a O,
respectivamente. A estimativa da severidade da doenga pode ser praticada por
diferentes avaliadores com 0 uso de escalas diagramaticas, isto porque, a
escala aumenta a reprodutibilidade das estimativas, e obtém-se resultados
semelhantes entre avaliadores (SPOSITO et al., 2004; MARTINS et al., 2004).
A variacdo da acuracia e da precisdo dos avaliadores € explicada pela
habilidade de estimar a severidade propria de cada individuo (NUTTER JR,;
SCHULTZ, 1995; AMORIM et al., 1993; O’'BRIEN; VAN BRUGGEN, 1992). O
treinamento dos avaliadores tem sido proposto por varios autores, que
influencia de maneira positiva na precisdo e acuracia das estimativas da
severidade de doengas de plantas (NUTTER JR.; SCHULTZ, 1995;
MICHEREFF et al., 2000; BELASQUI JUNIOR et al., 2005). O uso de escalas
diagramaticas tem proporcionado boa acuracia e precisdo aos avaliadores,
fornecendo de maneira rapida a estimativa da severidade de doencas para
diferentes patossistemas (LEITE; AMORIM, 2002; SPOSITO et al., 2004;
MARTINS et al., 2004; BELASQUI JUNIOR et al., 2005).
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A escala diagramatica elaborada para avaliagdo da severidade da
ferrugem da videira podera auxiliar em estudos de progresso da doencga, em
programas de melhoramento para avaliagdo de cultivares resistentes, na
comparagao da eficiéncia de fungicidas, sendo uma ferramenta de facil

utilizagao.

Tabela 2 — Coeficientes lineares (a), coeficientes angulares (b) e coeficientes
de correlagdo (R?) obtidos nas regressdes entre as severidades
real e estimada. As estimativas foram confrontadas entre os

avaliadores.
Con;p;]?rr:gao Sem escala Escala Colorida Escala Preto-e-branco
avaliadores
ai bii RZ ai bii RZ ai bii R2
1x2 9,09* 1,07 0,81 7,09* 0,87 0,88 10,9* 0,94 0,82
1x3 4,49 1,01 0,75 2,84 0,90 0,91 3,03 0,83 0,80
1x4 2,54 0,84* 0,90 7,98 0,78 0,86 5,03 0,72* 0,89
1x5 -1,53 1,02 0,83 7,58 0,78 0,86 -0,07 0,78* 0,87
1x6 0,34 0,85 0,89 1,38 0,54* 0,84 0,79 0,60* 0,83
1x7 -1,46 0,98 0,84 3,32 0,74* 0,90 6,48*  0,66* 0,79
2x3 -2,93 0,90 0,85 -2,44 0,95 0,90 -4,21 0,80 0,81
2x4 -0,96 0,66* 0,80 2,57 0,86 0,91 -0,97 0,68* 0,88
2x5 -6,61 0,83 0,79 -5,34 0,80 0,84 -5,98 0,72* 0,81
2x6 -3,71 0,69* 0,83 -1,70 0,60* 0,80 -3,86 0,55* 0,79
2x7 -5,02 0,76 0,72 -1,29 0,74* 0,89 -0,64 0,68* 0,92
3x4 2,81 1,16 0,67 6,09* 0,84 0,89 4,25 0,77* 0,88
3x5 -2,19 0,85 0,79 -3,34 0,84 0,93 -1,42 0,87 0,92
3x6 4,20 1,17 0,83 3,16 1,30* 0,87 3,18 1,27 0,83
3x7 7,88 0,92 0,72 0,82 1,20 0,89 -1,83 1,08 0,77
4x5 -4,61 1,21* 0,92 -6,78 0,89 0,85 -4,89* 1,05 0,91
4x6 1,67 0,99 0,93 -2,70 0,67* 0,81 -2,82 0,80* 0,87
4x7 -3,66 1,12 0,87 -2,63 0,89 0,92 2,56 0,88 0,81
5x6 2,72 0,78* 0,93 251 0,74 0,93 1,77 0,70* 0,81
5x7 1,38 0,89 0,87 507 0,93 0,96 7,20* 0,80 0,82
6X7 -1,44 1,12 0,90 2,81 1,19* 0,93 7,24* 0,98 0,75
"astericos indicam que o valor do coeficiente linear da reta (a) foi diferente de zero pelo teste t
(p=0,01);

"astericos indicam que o valor do coeficiente angular da reta (b) foi diferente de um pelo teste t
(p=0,01).
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Figura 4 — Erros absolutos (severidade real — severidade estimada) para sete
avaliadores da ferrugem da videira.
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4 CONCLUSOES

Escalas diagramaticas foram desenvolvidas e validadas com niveis
de severidade da ferrugem da videira nas versbes colorida e preto-
e-branco.

A versao colorida proporcionou acuracia e precisao superior a
verséo preto-e-branco.

A escala proposta apresenta-se como uma ferramenta para
guantificar a severidade da ferrugem da videira auxiliando
avaliagbes em estudos epidemiologicos e determinagdo da

eficiéncia de fungicidas ou na caracterizagao da resisténcia varietal.

45



CAPITULO IV

AVALIACAO DA RESISTENCIA A FERRUGEM EM GENOTIPOS DE
VIDEIRA, SOB CONDICOES CONTROLADAS

1 INTRODUGAO

A ferrugem da videira (Phakopsora euvitis Ono) foi constatada no Brasil
em 2001, no norte do Parana, tornando-se nos anos seguintes uma doenca
endémica também em outras regides do Brasil. A doenga causa o
desfolhamento antecipado das plantas, prejudica o desenvolvimento dos ramos
e a maturagdo dos frutos. E uma doencga que apresenta grande potencial
destrutivo, conforme se tem verificado em algumas regides do Parana, onde na
auséncia de controle quimico, pode causar a perda total da produ¢éo na videira
‘Niagara’ produzida na safra tempora, em decorréncia dos danos a maturagéo
dos frutos (VIDA; TESSMANN, 2005).

Os sintomas da doencga sao pustulas amarelas, pequenas, formadas na
face inferior de folhas. As pustulas coalescem e podem cobrir grande extens&o
do limbo foliar. Normalmente, a doenga ocorre a partir da fase do inicio da
frutificagdo, pode causar desfolha antecipada das plantas, prejudica com isso a
maturacao dos frutos e o acumulo de reservas das plantas. A doenca também
pode causar desfolha e prejudicar o desenvolvimento de porta-enxertos (LEU,
1988; TESSMANN et al., 2004a; TESSMANN et al., 2004b).

Embora essa ferrugem apresente ciclo completo na Asia, apenas as
fases uredinial e telial foram constatadas em condigcbes de campo no Brasil,
estimando-se, com isso, que urediniésporos constituam-se no inéculo primario
e secundario da doenca no pais. Como a hospedeira alternante, Meliosma
myriantha, ndo ocorre no Brasil, estima-se que a sobrevivéncia do indculo
ocorra em folhas de videira colonizadas pelo patégeno (VIDA; TESSMANN,
2005).
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Em condi¢gbes de campo, tem-se verificado que cultivares oriundas de
Vitis labrusca, V. vinifera e V. rotundifolia sédo suscetiveis a ferrugem (Sonego
et al. 2005). Embora tenha sido constatada pela primeira vez em uva fina ‘Italia’
(V. vinifera), tem-se verificado que algumas -cultivares copa tais como:
‘Niagara’, ‘Isabel’, ‘Rubea’, ‘Vénus’, e os porta-enxertos Paulsen 1103, 101-14,
420A sao mais afetadas pela doenga em condi¢gdes de campo.

A resisténcia genética € uma estratégia importante para o controle da
doenga, sendo altamente desejavel do ponto de vista ambiental e econémico. A
identificacdo de variedades de uva com maiores niveis de resisténcia genética
a doenca auxiliara programas de melhoramento genético. Para a ferrugem da
videira ndo se conhece ainda a heranca da resisténcia.

O objetivo principal do trabalho foi avaliar a resisténcia a ferrugem em
porta-enxertos e cultivares-copas de videira em condi¢gdes controladas. Como
objetivo adicional, determinou-se previamente o efeito da concentracdo de
urediniésporos de P. euvitis e da idade da folha na infecgcdo de P. euvitis em

videira ‘Niagara Rosada’.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AVALIAGAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DO INOCULO E DA
IDADE DA FOLHA NA INFECCAO DE P. euvitis NA VIDEIRA ‘NIAGARA
ROSADA’

Mudas de videira da variedade ‘Niagara Rosada’, com 4-6 folhas foram
inoculadas por meio de pulverizagdo, com uma suspensdo de urediniésporos
nas concentracdes 10° 10* 10° 10° e 10’ esporos/mL. Apds inoculagdo as
mudas foram submetidas a temperatura de 23-25°C e 24 horas de molhamento
foliar, no escuro. Posteriormente, as plantas foram mantidas a temperatura de
23-25°C e fotoperiodo de 12 horas. Para quantificar a doenga foi avaliado o
numero de pustulas por cm?em quatro regides do limbo foliar.

Mudas de ‘Niagara Rosada’, obtidas por meio da propagagédo de
estacas em vasos com capacidade de 2000 cm?® foram podadas e, em
seguida, foi aplicado calcianamida (Dormex) 5% nas gemas para quebra de
dorméncia e obtencao de uniformidade na brotacao. A partir da brotagao, foram
marcados os ramos para inoculagdo. Foram inoculadas folhas com 5, 10, 20,
30 e 60 dias de idade com suspensao de uredinidésporos na concentragao de
10° esporos/mL em solugcdo de Tween 20 a 0,01%. Apods inoculagdo, as mudas
foram submetidas a temperatura de 24+2°C e 24 horas de molhamento foliar,
no escuro. Posteriormente, as plantas foram mantidas a temperatura de
24+2°C e fotoperiodo de 12 horas. Para quantificar a doenga, foi avaliado o
numero de pustulas por cm? de quatro regides do limbo foliar no periodo de 6 a
10 dias apds a inoculagéo. A quantificacao foi feita por meio de uma lupa 20x
acoplada em uma camera fotografica digital. Os dados foram transferidos para
um computador para a contagem das pustulas.

2.2 AVALIACAO DA RESISTENCIA A FERRUGEM DE GENOTIPOS DE
VIDEIRA

2.2.1 Cultivares e inoculagao

Foram avaliados 17 gendtipos incluindo porta-enxertos e copas (Tabela
1), em ensaio com delineamento de blocos ao acaso, com cinco repetigdes. As
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mudas foram obtidas por meio da propagacdo de estacas em vasos com
capacidade de 2000 cm® e foram podadas e, em seguida, foi aplicado
calcianamida (Dormex) 5% nhas gemas para quebra de dorméncia e obtencao
de uniformidade na brotagcdo. Mudas de videira com 4-6 folhas foram
inoculadas com uma suspensdo de urediniésporos na concentracdo de 10°
esporos/mL em solugdo de Tween 20 a 0,01%, por meio de pulverizagao, até o
ponto de escorrimento. A pulverizacao foi realizada na face inferior das folhas,
inoculando-as uma a uma. Imediatamente, apods inoculagdo, as mudas
inoculadas foram cobertas com saco plastico preto umedecido, vedados
préximo a base dos vasos, por 24 horas e submetidas a temperatura de 20-
25°C, no escuro. Apos o periodo de cdmara Umida, as plantas foram mantidas
a temperatura de 23-26°C e fotoperiodo de 12 horas.

Tabela 1 — Cultivares de Vitis spp e suas origens testadas quanto a resisténcia
a Phakopsora euvitis.

Cultivares Origem

Brasil Mutacao Benitaka

Bordd Vitis labrusca

Clara CNPUV 154-147 x Centennial Seedless

Concord V. labrusca

IAC-313 Golia x V. cinerea

420-A V. berlandieri x V. riparia

IAC572 V. tiliifolia x 101-14 Mgt

IAC766 V. tiliifolia x 106-8 Mgt [V. riparia x (V. rupestris x V.
cordifolia)] x V. tiliifolia

Isabel V. labrusca x V. vinifera

Itélia Bicane x Moscatel de Hamburgo

Kober 5BB V. berlandieri x V. riparia

Niagara Concord (V. labrusca ) x Cassady (V. labrusca x V.
vinifera

Morena Marroo Seedless x Centennial Seedless

Rubea Niagara x Bordd

Rupestris V. rupestris

Traviu Vitis riparia x (Vitis rupestris x Vitis cordifolia)

Vénus Alden x NY46000
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2.2.2 Componentes de resisténcia

Foram avaliados os seguintes componentes de resisténcia:

Eficiéncia de infeccdo. A eficiéncia de infecgao foi avaliada por meio de

contagem do numero de pustulas por cm? Para guantificar a doencga, foi
avaliado o nimero de pustulas/cm? de quatro regides do limbo foliar no periodo
de 6 a 10 dias apos a inoculagdo. A quantificacao foi realizada por meio de
uma lupa 20x com uma camera digital acoplada. Os dados foram transferidos
para um computador para a contagem das pustulas.

Comprimento de pustulas. Apés 10 dias da inoculagdo, foram

destacadas folhas das diferentes cultivares e medido o diametro de 20 pustulas
por repeticdo. Para esta avaliagao, foi utilizado microscépio 6ptico com lente
graduada, sob aumento de 80 vezes.

Producdo de esporos por pustula. Apoés 10 dias da inoculagao foram

coletadas folhas e recortados quatro segmentos de folhas de 1cm? Na lupa, foi
contado o numero de pustulas de cada segmento e estes foram transferidos
para tubos Eppendorf, contendo 1ml de agua esterilizada e 1yl de Tween 20.
Os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 1 minuto para retirada completa
dos esporos. Estimou-se 0 numero de esporos utilizando Camara de Neubauer.
A seguir foi determinado o numero de esporos por pustulas para cada
segmento.

Periodo latente. Para a avaliagdo do periodo latente, foram marcadas

duas folhas por planta e contado o numero de pustulas a partir do
aparecimento das primeiras pustulas esporulantes até a estabilizacao.
Considerou-se como periodo latente, o tempo decorrido, em dias, desde a

inoculagao até o aparecimento de 50% de pustulas esporulantes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DO INOCULO E DA
IDADE DA FOLHA NA INFECCAO DE P. euvitis NA VIDEIRA ‘NIAGARA’

Verificou-se a ocorréncia de diferengas significativas nos niveis de
infeccdo da ferrugem da videira (p=0.05), quando pulverizado diferentes
concentragdes de uredinidosporos nas plantas. O maior numero de pustulas foi
observado na concentragdo 10°, com aproximadamente 400 pustulas/cm?
(Figura 1). Ocorreu o aumento da producdo de pustulas com o aumento da
densidade de urediniésporos de P. euvitis. I1sto também foi verificado por Gilles
e Kennedy (2003), para ferrugem do alho. Estes autores complementam que
urediniésporos de P. allii sdo estimulados a germinar quando ocorrem em altas
densidades na superficie das folhas. Ao contrario do que ocorre com o fungo
Puccinia polysora, em que o aumento da densidade de esporos inibiu a
germinagao dos uredinidosporos nas folhas de milho, indicando que a
germinagao € um fator primario que reduz a eficiéncia de infecgdo do inéculo
em altas concentragbes (MELCHING, 1981).
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0l L

103 104 10° 108 107
Concentragao urediniésporos/mL

Pustulas/cm?

Figura 1 — NUmero de pustulas/cm? observado ap6s inoculagdo com Phakopsora
euvitis com diferentes concentracdes de urediniésporos.

51



O maior numero de pustulas provocado pela maior densidade de
inéculo também foi observado por Pei et al. (2002) no patossistema
Melampsora larici-epitea e Salix. Os autores ressaltam a importancia do
entendimento da relagdo entre densidade de inéculo e doenga no planejamento
de experimentos de caracterizagao de resisténcia a ferrugem.

A severidade da ferrugem da videira aumentou em fungcdo da
concentragdo de inoculo, ressaltando a importdncia do controle de
uredinidsporos nas fontes de indculo. Visto que, no Parana, a ocorréncia de
duas safras no ano favorece a presenga do inéculo durante todo o ano.

A infeccédo de P. euvitis pode ocorrer em folhas jovens com até cinco
dias apds a brotacéo, entretanto foram observados baixos niveis de infecgéo,
com 10,6 pustulas/cm?. Os niveis de infecgdo em folhas de videira aumentaram

com o aumento da idade das folhas (Figura 2).
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Figura 2 — Numero de pustulas/cm® observado apoés inoculagdo com

Phakopsora euvitis em folhas com diferentes idades.

No campo ndo sao observados sintomas da ferrugem da videira em
folhas jovens. Inclusive, Naruzawa et al. (2006), por meio de teste de
patogenicidade em videira, realizado em folhas jovens e maduras de videira no
campo, verificaram a auséncia de sintomas e sinais da doenca em folhas
jovens. Contudo, Leu e Wu (1983) verificaram que em folhas jovens de videira
inoculadas com Phakopsora ampelopsidis (atualmente designada P. euvitis)
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desenvolveram pustulas. Nesse caso, folhas intermediarias e velhas, com a
presenca de estbmatos bem desenvolvidos apresentaram sintomas da
ferrugem sete dias apods da inoculacdo e a doenca nao ocorreu em folhas
muitos jovens de videira, onde nao foi observada a presenca de estdmatos.
Segundo Leu (1988) a infec¢ao da ferrugem da videira ocorre por meio
dos estdbmatos e isto pode explicar o porqué da presenga de maior quantidade
de pustulas na face inferior das folhas e também do porque da ndo-infecgao em

folhas muito jovens.

3.2 AVALIACAO DA RESISTENCIA A FERRUGEM DE GENOTIPOS DE
VIDEIRA

Os gendtipos avaliados apresentaram diferencas significativas em
relacado a infecgao e colonizagao por P. euvitis (p = 0.05) (Tabela 2; Figura 3).
Com relagdo ao nimero de pustulas por cm? dentre as cultivares-copa, os
menores niveis de infeccdo foram observados em Morena, Brasil e Clara;
enquanto que lIsabel, Italia, Concord, Vénus e Rubea, apresentaram niveis
intermediarios de infec¢ao; e Niagara e Bordd apresentaram os niveis mais
elevados de infecgao. Dentre os porta-enxertos, IAC-766, IAC-572 e IAC-313 e
Traviu, foram apresentados os menores niveis de infecgao.

Verificou-se diferenga na produgao de urediniésporos por pustula entre as
cultivares analisadas, segundo o Teste de Scott-knott a 5% de probabilidade
(Tabela 2). Evidenciou um ranking com trés grupos, em que o maior numero de
urediniésporos por pustula foi produzido na cultivar Niagara, seguida das cultivares
Rubea e Clara. O menor niumero de urediniésporos por pustulas foi observado em
todos os porta-enxertos e nas cultivares Brasil, Italia e Bordd (Tabela 2).

Com relagdo ao periodo latente, a analise estatistica permitiu a
identificacao de dois grupos, com sete e oito dias (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas de cultivares de videira inoculada com a ferrugem
(Phakopsora euvitis) quanto ao nimero de pustulas por cm?
namero de urediniésporos por pustula, periodo latente e didmetro

de pustulas.

Numero Numero Periodo Diametro
Cultivares Caracteristicas pustulas urediniésporos Latente pustulas

porcm?  por pustula (dias) (um)
IAC-766 porta-enxerto 25.0d 1792 c 8.0a 11.3
Morena copa 35.3d 9884 b 8.0a 26.8
Brasil copa 38.2d 4840 c 7.8a 25.5
IAC-572 porta-enxerto 42.2d 3310¢c 8.0a 13.4
IAC-313 porta-enxerto 46.8d 2210 c 8.0a 11.2
Clara copa 49.3d 11507 b 7.8a 25.9
Traviu porta-enxerto 50.8d 5477 c 7.0b 24.6
Rupestris  porta-enxerto 61.6 C 4420 c 7.0b 17.2
Isabel copa 66.5C 9086 b 8.0a 21.8
Itélia copa 75.8c¢C 4813 c 7.0b 25.1
420-A porta-enxerto 76.7 C 4019 c 7.0b 17.0
Concord copa 91.1b 7373 b 8.0a 27.7
5BB porta-enxerto 95.6 b 5241 c 7.0Db 24.2
Vénus copa 103.3 b 8150 b 8.0a 20.6
Rubea copa 106.7 b 15057 b 7.0Db 29.0
Bordd copa 1385a 6073 c 7.0b 26.4
Niagara copa 1715a 19013 a 7.0b 34.5
CV (%) - 18.5 34.1 24 14.3

* Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em
nivel de 5% de probabilidade.

54



Figura 3 — Reacdbes de cultivares de videira inoculadas com Phakopsora euvitis
(A, Isabel ; B, IAC-572 ; C, Niagara; D, Clara).

Com base no diadmetro das pustulas, verificaram-se diferencas
significativas entre as cultivares analisadas (Tabela 2). O didmetro das pustulas
nas diferentes cultivares variou de 11,2 a 34,5um. As maiores pustulas foram
observadas na cultivar Niagara. Os porta-enxertos IAC-766, IAC-572 e IAC-313
apresentaram os menores diametros de pustulas, sendo que todos os porta-

enxertos apresentaram necroses no tecido em torno das pustulas (Figura 4).
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Figura 4 — Exemplos de padrbes de colonizagao de Phakopsora euvitis na
videira. A e B, formacao de pustulas tipicas, esporulantes, sem
necrosamento no tecido circundante, em folhas de ‘Niagara’; C e
D, e pustulas com necrosamento do tecido circundante e
esporulagao reduzida no porta-enxerto IAC-572.

Os componentes de resisténcia podem variar dependendo do
patossistema estudado. Para a ferrugem da videira, o numero de pustulas por
cm? e a produgdo de esporos por pustulas foram os componentes de maior
variabilidade. Os mesmos componentes foram verificados para a ferrugem da
folha em gendtipos de aveia, em que a variabilidade do periodo latente e do
comprimento de pustula foi menor do que os outros componentes (CHAVES et

al., 2004). Para a ferrugem do cafeeiro, a avaliagdo pustulas por folha foi o que
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diferenciou os niveis de resisténcia em maior comparagao entre trés cultivares
de café (RIBEIRO et al.,1981).

Como ocorreu para os diferentes genoétipos de videira estudados, o
periodo latente, da ferrugem Melampsora larici-epitea variou de 6 a 8 dias em
diferentes clones de Salix (PEIE t al., 2002) .

Em cevada, variagdo da expressao da hipersensibilidade, a Puccinia
hordei em diferentes gendtipos, tem sido explicado pela presenga de genes
gue governam uma importante e competente resisténcia do hospedeiro,
resultando em baixo desenvolvimento da doenga (CLIFFORD; RODERICK,
1981). Gendtipos de soja, inoculados com isolados de Phakopsora pachyrhizi e
P. meibomiae, apresentaram duas diferentes reagdes a infecgédo pela ferrugem
da soja. Lesdes marrons que consistiu em urédias circundadas por pequena
mancha necrética tendo um maior numero de pustulas, e lesbes de coloragao
marrom-avermelhadas com maior area necrosada e numero limitado de
urédias. Segundo Bonde et al. (2006), por meio dessas lesbes, pode-se
verificar a presenga de genes de maior resisténcia a ferrugem da soja.

Browne et al. (2006) caracterizaram resisténcia parcial a doenga pela
redugdo no desenvolvimento da epidemia, incluindo baixa frequéncia de
infeccao, menor periodo latente. A presenca de manchas necréticas nos porta-
enxertos inoculados com P. euvitis pode representar um tipo de resisténcia
parcial ja que de maneira geral o numero de lesdes e o tamanho das pustulas
foram menores nestes genaotipos.

De modo geral, a variabilidade existente no numero de pustulas,
tamanho das pustulas, periodo latente e quantidade de esporos produzidos por
pustulas nos diferentes gendtipos indica grande variagdo quantitativa nesses
caracteres. A resisténcia quantitativa, definida como resisténcia horizontal, atua
reduzindo a taxa de infecg¢ao, diminuindo a producédo de esporos por pustula,
reduzindo o tamanho das pustulas e aumentando o periodo latente
(VANDERPLANK, 1963). No entanto, a heranga da resisténcia da videira a

essa ferrugem ainda nao foi determinada.
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4 CONCLUSOES

Verificou-se a ocorréncia de diferengas significativas nos niveis de
resisténcia dos gendtipos a ferrugem; os gendtipos IAC-766, IAC-
572, IAC-313, Traviu, Clara, Brasil e Morena foram o0s que
apresentaram maior nivel de resisténcia a doenca.

Nos limites avaliados (10° a 10’ urediniésporos/ml), verificou-se
relacdo linear positiva entre a concentracdo de in6culo na
suspensao de esporos inoculadas e o nivel de infecgao.

O patogeno, P. euvitis coloniza folhas de videira jovens e maduras.
Os porta-enxertos inoculados apresentaram manchas necroéticas ao

redor das pustulas.
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