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RESUMO

O Plasmopara viticola, agente etiolégico do mildio da videira, ¢ um
parasita obrigatdrio, pseudofungo heterotalico e se encontra dentro da
classe dos oomicetos. O ciclo reprodutivo do patdgeno consiste das fases
assexuada, por meio da producdo clonal de esporangios que liberam
zoosporos. E também da fase sexuada, por meio da formagéo da estrutura
de resisténcia do patdgeno, conhecido como o6sporo. Os 00sporos sao
formados no outono e liberados no ambiente durante o inverno. Em
condicdes favoraveis, estes germinam produzindo o macroesporangio e
apos os zoosporos. No Brasil, ndo ha estudo cientifico comprovando a
formacéo de odsporos de P. viticola. No entanto, as regides de altitude de
Santa Catarina apresentam os fatores essenciais para a ocorréncia desta
etapa no ciclo, como o agente causador da doenga, o ambiente favoravel
e 0 hospedeiro suscetivel. Diante disso, o objetivo do presente trabalho
foi buscar evidéncias da reproducdo sexuada do P. viticola na
mesorregido serrana de Santa Catarina. Para as diferentes metodologias,
folhas da cv. ‘Cabernet Sauvignon’ naturalmente infectadas com o mildio
da videira foram coletadas no inicio do outono em um vinhedo comercial
no municipio de Curitibanos/SC e na Estacdo Experimental da Epagri de
Sédo Joaquim (EESJ). Os dados climaticos foram obtidos através das
estacdes meteoroldgicas proximas aos locais da coleta. Os tecidos
vegetais utilizados para a identificacdo e caracterizacdo dos odsporos de
P. viticola foram avaliados na microscopia de luz de campo claro (discos
foliares e cortes histologicos) e também na microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). As amostras para a analise de viabilidade e germinacéo
dos o6sporos foram armazenadas a campo, durante 0 outono e o inverno,
préximo aos locais de coleta. As avaliagbes ocorreram nos meses de
setembro, outubro e novembro, onde em cada més foi avaliada uma
amostra. Odsporos de P. viticola foram identificados nos dois locais de
estudo. Os esporos sexuais apresentaram o formato arredondado, a parede
espessa e 0 didmetro caracteristico. O diametro dos odsporos variou de
20,00 a 49,15 um, sendo o tamanho médio para o0 municipio de
Curitibanos de 31,61 um e para 0 municipio de S&o Joaquim de 22,20
pm. Os corantes azul de toluidina e eosina Y contribuiram para a
visualizacdo da estrutura sexual do P. viticola no tecido do hospedeiro.
Nas seccOes transversais, foi possivel observar que 0s o6sporos sdo
formados na parte central do meséfilo, entre o parénquima palicadico e o
parénquima esponjoso. A MEV permitiu identificar pela primeira vez as
principais caracteristicas morfologicas externas do odsporo de P. viticola.
O corante tetrazo6lio possibilitou a avaliagdo do percentual de viabilidade



dos odsporos. Ndo houve diferenca significativa na viabilidade dos
o0sporos entre os diferentes meses para os diferentes locais. No entanto,
0S 00sporos viaveis apresentaram diferenca significativa quando
comparados com odsporos inviaveis. O processo de germinacdo dos
oGsporos e a formagdo do macroesporangio ndo ocorreram nas condicGes
laboratoriais utilizadas no presente estudo. No entanto, a analise dos
dados climaticos dos dois locais demonstram que as varidveis climaticas
foram adequadas para o processo de maturacdo e germinacdo dos
oGsporos em condic¢des naturais. Este € o primeiro estudo cientifico que
comprova a formacéo de odsporos de P. viticola no Brasil. Deste modo,
conclui-se que a mesorregido serrana de Santa Catarina apresenta 0s
fatores essenciais para a formacdo e maturagdo dos odsporos de P.
viticola. Estudos futuros sdo necessarios para comprovar a germinacao
dos obsporos, e a formagdo dos zoGsporos provenientes dos esporos
sexuais. A comprovacao da reproducdo sexuada de P. viticola ira alterar
0 paradigma do manejo do mildio da videira.

Palavras-chave: Oomiceto. Odsporo. Resisténcia. Melhoramento. Vitis
spp.






ABSTRACT

The Plasmopara viticola, an etiological agent from the downy mildew, is
a obligate parasite, heterothallic pseudofungi and is inside the oomycetes
class. The pathogen reproductive cicle consists of assexual phases, by
means of clonal production of sporangia which release zoospores. Also
of sexual phase, by means of the formation of the structure of resistence
of pathogen, known as oospore. The oospores are formed in the fall and
released on the environment during the winter. In favorable conditions,
they germinate producing a macrosporangio and later the zoospores. In
Brazil, there is no scientific study to prove the formation of oospore of P.
viticola. However, the altitude regions of Santa Catarina present the
essencial factors for the occurance of this stage in the cicle, as the causing
agente of the illness, the favorable environment and the susceptible host.
On this, the aim of the present work has been to find evidences of
occurrence of the sexual reproduction on the P. viticola in the mountain
mesoregion of Santa Catarina. For the different methodologies, leaves of
the cv. “Cabernet Sauvignion” naturally infected by the vine mildew were
collected at the begining of the fall in a comercial vineyard in the city of
Curitibanos/SC and in the Estacdo Experimental da Epagri of S&o
Joaquim (EESJ). The climate data were obtained through the
meteorological stations near the places of collection. The vegetal tissues
used for the identification and characterization of the oospores of P.
viticola were evaluated in the microscopy of light field (foliar discs and
histological cuts) and also in the scanning electron microscopy (SEM).
The samples for the analyses of the viability of the germination of the
oospores were stored on the field, during the fall and winter, near the
places of collection. The evaluations occured in the months of September,
October, November and December, and in each month a sample was
evaluated. Oospores of P. viticola were identified in two of the places
studied. The sexual oospores present a circle shape, a thick wall and a
characteristic diameter. The diameter of the oospores varied from 20,00
to 49,15 pum, being the medium size for the city of Curitibanos 31,61 um
and for the city of S&o Joaquim 22,20 um. The blue staining of toluidine
and eosin Y contributed to the visualization of the sexual structure of the
P. viticola in the host tissue. In the cross sections it was possible to
observe that the oospores are formed in the central of the mesophill,
between the palisade parenchyma and the spongy parenchyma. The SEM
permited the identification by the first time of the external morphological
characteristics of the oosporesof P. viticola. The tetrazolium coloring
made it possible the evaluation of the percentagenof the viability of the



oospores. There was no significant difference in the viability of the
oospores between the different months for the different sites. However,
viable oospores had a significant difference when compared to non-viable
oospores. There was no significant difference in the viability of the
oospores between the different months for the different sites. However,
viable oospores had a significant difference when compared to non-viable
oospores. The process of germination of the oospores and the formation
of the macrosporangio did not occur in lab conditions used in this study.
However, the climatic data analyses of the two places show that the
climatic variables were adequate for the process of maturation and
germination of the oospores in natural conditions. This is the first
scientific study that proves the formation of the oospores of P. viticola in
Brazil. On this, it is concluded that the mountain mesoregion of Santa
Catarina features essencial factors for the formation and maturation of the
oospores of P. viticola. Further studies are necessary to prove the
germination of the oospores, and the formation of oospores coming from
sexual spores. The proof of the sexual reproduction of the P. viticola will
alter the paradigm of the management of the downy mildew of the vine.

Keywords: Breeding. Oomycete. Oospore. Resistance. Vitis spp.
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1 INTRODUCAO

Estudos demonstram que as videiras produzidas nas regifes de
altitude de Santa Catarina apresentam caracteristicas particulares em
relagdo as demais regides viticolas no Brasil. A producédo de vinhos finos
nestas regides é realizada por meio de cultivares europeias (Vitis vinifera
L.), tais como: Merlot, Cabernet Sauvignon e Sauvignon Blanc. Estas
cultivares em condigdes de temperatura e umidade adequadas apresentam
maior suscetibilidade a doencas quando comparadas as cultivares
americanas (V. labrusca), resultando em maiores custos de producdo e
grandes perdas econdmicas (ELLIS, 2008; GIOVANNINI, 2014;
TOFFOLATTI et al., 2018).

O mildio da videira é a principal doenca que acomete a cultura da
videira na regido sul do Brasil. A doenga pode ser encontrada em
praticamente todas as regides viticolas do mundo, e ocorre de modo mais
severo nas regibes que apresentam as condicOes climaticas favoraveis
para o seu desenvolvimento, com preferéncia em locais de temperatura de
17 a 22°C, com alta umidade relativa do ar e elevada precipitagdo na
primavera e no verdo (GESSLER; PERTOT; PERAZZOLLI, 2011).
Todas as cvs. europeias sao suscetiveis ao mildio da videira. O seu agente
etiologico é o pseudofungo P. viticola, um parasita obrigatério que se
encontra dentro da classe dos oomicetos. O ciclo reprodutivo do patégeno
esta dividido em duas fases - a fase assexuada por meio da producéo de
esporangios que liberam zodsporos. E a fase sexuada, que formam as
estruturas especializadas de resisténcia do patdgeno, conhecidos como
o6sporos (AMORIM; REZENDE, FILHO, 2011). Os esporos sexuados
sdo formados no outono através do processo de plasmogamia, cariogamia
e meiose. No inverno estes sdo liberados no ambiente. Em condigdes
favoraveis, 0s 06sporos germinam produzindo 0s macroesporangios que
contém zooGsporos. Através da chuva e do vento, estes zo6sporos séo
dispersos no ambiente, parasitando os Orgaos vegetativos da videira e
ocasionando as infeccfes primarias.

Apesar do P. viticola ter sido estudado desde a sua introdu¢do nos
vinhedos europeus na década de 80, alguns aspectos bésicos da sua
biologia reprodutiva permanecem desconhecidos. No Brasil, o0s
pesquisadores Cirne, Sonegam e Grigoletti Junior (1988) relataram a
presenga de obsporos de P. viticola na regido da Serra Galcha. No
entanto, o trabalho foi publicado como “pesquisa em andamento” e
nenhum trabalho cientifico foi publicado confirmando se realmente a
estrutura era formada nas condices climaticas do local. A literatura mais
recente sugere que a reproducdo do patdégeno no Brasil é realizada por
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meio da intensa producdo de micélios (reproducdo assexuada) e que a
reproducdo sexuada no estado de Sdo Paulo tem pouca influéncia no ciclo
de vida do patégeno (AMORIM; SPOSITO; KUNIYUKI, 2016;
CAMARGO, 2017).

A formacao dos odsporos de P. viticola ocorre em regides de clima
temperado, no periodo do outono. As regifes de altitude elevada (acima
de 900 m) no sul do Brasil, como por exemplo, 0s municipios de
Curitibanos/SC e de S&o Joaquim/SC, sdo conhecidas pelas suas baixas
temperaturas, apresentando condi¢cbes semelhantes as ideais ja
conhecidas para a formagdo de oo6sporos (LEHOCZKY, 1956;
GRUNZEL, 1961; WONG; BURR; WILCOX, 2001; GOBBIN et al.,
2006). Segundo a classificagdo de Koppen, a mesorregido serrana de
Santa Catarina apresenta o clima do tipo Cfb subtropical imido, com
verdes amenos com temperatura maxima média de 22,0°C e minima
média de 12,4°C (EMBRAPA, 2012).

Além das condicfes climaticas, o P. viticola é considerado um
oomiceto heterotalico. Isto significa que o patégeno apresenta o micélio
autoestéril e necessita da unido de dois talos compativeis (Al e A2) para
a formacdo do odsporo. Levando em consideracdo estas informacdes,
levantou-se a hip6tese de que nas condicGes climaticas da mesorregido
serrana do estado de Santa Catarina a estrutura sexual do mildio da videira
seja formada, uma vez que, a regido apresenta os fatores essenciais para
a ocorréncia desta etapa no ciclo do patégeno: i) o agente causal da
doenca; ii) as condi¢cbes ambientais favoraveis e; iii) o hospedeiro
suscetivel. Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi buscar
evidéncias da ocorréncia da reproducdo sexuada do P. viticola na
mesorregido serrana de Santa Catarina.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Buscar evidéncias da ocorréncia da reproducdo sexuada do P.
viticola na mesorregido serrana de Santa Catarina.

1.1.2 Objetivos especificos

(i) Identificar a formagdo de odsporos de P. viticola durante o
outono, em folhas da cv. ‘Cabernet Sauvignon’, nos municipios de
Curitibanos/SC e Sédo Joaquim/SC;

(i) Analisar por meio de técnicas histologicas a distribuicdo dos
0dsporos no tecido vegetal,

(iii) Caracterizar a morfologia do odsporo de P. viticola através da
microscopia eletronica de varredura (MEV);

(iv) Avaliar a viabilidade e germinacéo dos odsporos de P. viticola
durante o ciclo vegetativo e reprodutivo da cultura da videira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CULTURA DA VIDEIRA

A videira (Vitis spp.) é considerada uma das frutas de domesticacdo
mais antigas que se tem conhecimento. Por meio de registros fosseis das
suas folhas, foi identificado que esta cultura surgiu na regido da
Groelandia no inicio do periodo terciario ha milhdes de anos antes do
surgimento do homem (ALVARENGA et al., 1991). A cultura é
pertencente a classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem
Rhamnales, familia Vitaceae e ao género Vitis (BARBIERI; STEEMPT,
2008). Este género é formado por aproximadamente 70 espécies
distribuidas ao longo do continente americano (30 espécies; ex. V.
labrusca), asiatico (40 espécies; ex. V. amurensis) e europeu (uma
espécie; Vitis vinifera) (TOPFER et al., 2011).

A videira é classificada como angiosperma eudicotileddnea, planta
perene, lenhosa, caducifélia e sarmentosa. Atinge até sete metros de
altura, apresenta folhas verdes, grandes e palmadas e possui gavinhas
como 6rgdos de sustentacdo (GIOVANNINI, 2014). O ciclo da cultura
varia em funcdo da cultivar, do clima, solo e os diversos tratos culturais.
De maneira geral, o inicio da brotacdo é influenciado pelo aumento da
temperatura, iniciando o processo no final do inverno e/ou inicio da
primavera (DELOIRE et al., 2005). A floragdo e frutificacdo ocorrem nos
meses de novembro a mar¢o na regido sul e o0 ano todo na regido do
nordeste (GIOVANNINI, 2014). A producéo dos frutos tem inicio a partir
do terceiro ano apdés o plantio, passando por varios estadios de
desenvolvimento até chegar a sua produgdo final. O estadio final marcado
pela queda das folhas e pelo repouso vegetativo é influenciado pela
reducdo da temperatura e ocorre nos meses do inverno (BUSATO et al.,
2013).

Mundialmente, as cultivares de V. vinifera apresentam grande
importancia econémica e sdo utilizadas principalmente para 0 consumo
in natura ou sdo processados em sucos, vinhos e espumantes. Entre as
diferentes uvas utilizadas para a elaboragao de vinho, a cultivar ‘Cabernet
Sauvignon’ se destaca como uma das mais produzidas a nivel mundial.
Originaria de Bordeaux na Franca, o surgimento desta cultivar é o
resultado do cruzamento esponténeo da Cabernet Franc com a Sauvignon
Blanc (BOWERS; MEREDITH, 1997). Atualmente, a Cabernet
Sauvignon é uma das cvs. viniferas que apresenta maior area de cultivo
em Santa Catarina. Este fato pode estar relacionado a questdo cultural e
também aos diversos estudos realizados com a cultivar, onde demostram



31

gue esta apresenta um bom potencial para cultivo e producdo de vinhos
em diferentes locais do estado catarinense (FALCAO et al., 2010;
BORGHEZAN et al., 2011; BRIGHENTI et al., 2013).

2.1.1 Importéancia econémica e social da viticultura

As regides produtoras de uva no Brasil sdo caracterizadas pelas
diferentes condicdes edafoclimaticas, sendo regides de clima temperado,
subtropical e tropical (GIOVANNINI, 2014). Nestas regifes a producao
de uvas é destinada ao consumo in natura e também para o processamento
(vinhos, sucos e derivados) (CARVALHO; TREICHEL; BELING,
2016). Destes produtos processados, podem ser obtidos subprodutos com
alto valor agregado para a indistria quimica, cosmética e farmacéutica.
Estes subprodutos apresentam propriedades antioxidantes que servem
para combater radicais livres e prevenir as doengas degenerativas
(BALASUNDRAM et al., 2006). Além disso, possuem alto teor de fibras
e de flavonoides, podendo ser utilizados em alimentos de confeitaria e
suplementos vitaminicos (LOPES, 2013).

Aproximadamente 30.000 familias brasileiras tem a producéo
viticola como a principal fonte de renda na propriedade (ZANUS, 2015).
No ano de 2018, o Brasil produziu cerca de 1.451.136 mil toneladas de
uvas em 73.067 hectares de area plantada (LSPA, 2018). Esta producédo
esta concentrada principalmente nos estados do Rio Grande do Sul
(822.689 mil toneladas), Pernambuco (314.668 mil toneladas), Sdo Paulo
(128.327 mil toneladas), Santa Catarina (61.256 mil toneladas), Parana
(54.000 mil toneladas) e Bahia (46.128 mil toneladas) (LSPA, 2018). Na
safra de 2017, a produgdo nacional de uvas destinadas ao processamento
foi de 818.783 milhdes de quilos, representando 48,74% da producéo
nacional e os 51,26% restantes foram destinados ao consumo in natura
(KIST et al., 2018).

No ranking nacional, o estado de Santa Catarina é o quarto maior
produtor de uva, com producéo de 61.256 mil toneladas em uma area total
de 4.257 hectares (KIST et al., 2018). O estado apresenta diferentes
regibes de cultivo como o Vale do Rio do Peixe, Planalto Catarinense,
Vale do Rio Tijucas e Litoral Sul (PROTAS; CAMARGO, 2010). As
regides viticolas de altitude no Planalto Catarinense apresentam algumas
caracteristicas climaticas particulares, como altitude superior a 900 m e
latitude de 28° S e longitude 49° O, contribuindo para o cultivo de videiras
europeias (V. vinifera) para a producdo de vinhos finos e espumantes
(PROTAS; CAMARGO, 2010; BORGHEZAN, et al., 2011). A atividade
vitivinicola tem contribuido com as pequenas empresas a se desenvolver
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e tem contribuido para que 0s pequenos agricultores produzam vinhos e
sucos, bem como desenvolvam atividades econémicas ligadas ao turismo
e a gastronomia, promovendo a geracdo de emprego e renda extra na
propriedade.

2.2 0 MILDIO DA VIDEIRA

O ciclo da videira pode ser comprometido por diversos fatores,
entre os principais estdo as doencas que sdo ocasionadas por diferentes
grupos de microrganismos como as bactérias, fungos e virus
(GIOVANNINI, 2014; CAETANO et al., 2017). O mildio da videira se
destaca como uma das principais doencas da cultura apresentando ampla
distribuicdo e ocorrendo em praticamente todas as regifes viticolas do
mundo (AMORIM; SPOSITO; KUNIYUKI, 2016). A doenga ocorre de
modo mais severo nas regifes que apresentam as condicBes climéticas
favoraveis para o seu desenvolvimento, com preferéncia nos locais com
temperatura de 17 a 22°C, com alta umidade relativa do ar, e que
apresentem o acumulo de neblina e ocorréncia de orvalho (AGRIOS,
2005).

O mildio ataca todos os 6rgéos verdes da planta. O sintoma inicial
ocorre na face adaxial das folhas por meio de pequenas manchas de
coloragdo verde-clara, conhecidas como “manchas de 6leo” (GESSLER;
PERTOT; PERAZZOLLI, 2011). No inicio da infeccdo esta mancha é
pequena, tem bordas indefinidas e é facilmente visualizada quando a folha
é colocada contra a luz (AMORIM; SPOSITO; KUNIYUKI, 2016). Em
condicdes de alta umidade, na face abaxial correspondente ao local da
mancha, surge uma eflorescéncia densa e esbranquicada (denominada de
mofo-branco), formadas por estruturas reprodutivas assexuadas do
patégeno (AGRIOS, 2005). Com o desenvolvimento da doenca estas
lesGes tornam-se amareladas e escuras quando necrosadas (AMORIM,;
REZENDE, FILHO, 2011). Em ataques mais severos, 0s ramos novos da
planta séo recobertos pela eflorescéncia, paralisando o desenvolvimento
destas partes vegetais. Nas inflorescéncias, a doenca deixa-as com
aspecto de gancho e provoca a sua morte. Nas bagas novas o patdgeno
desenvolve a eflorescéncia esbranquigada, ja as bagas mais desenvolvidas
se tornam escuras e moles soltando-se facilmente do cacho (GESSLER,;
PERTOT; PERAZZOLLLI, 2011).

De maneira geral, a ocorréncia do mildio nos parreirais reduz a
capacidade fotossintética da planta prejudicando o desenvolvimento
vegetativo e a produgdo dos frutos do ano seguinte. Caso medidas de
controle ndo sejam adotadas, a doenga pode ocasionar cerca de 50 - 75%
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de perda na cultura (AMORIM; SPOSITO; KUNIYUKI, 2016). Estudos
analisando um cenério futuro de mudancas climaticas indicam que o
mildio da videira continuara tendo grande importancia em relagdo as
demais doengas da cultura, ocorrendo em Santa Catarina com maior
pressdo (severidade) nos meses de outubro a maio (ANGELOTTI et al.,
2017).

Esta doenca é considerada policiclica, isto significa que varias
geracgdes do patdgeno ocorrem em um mesmo ciclo, fazendo com que a
guantidade de in6culos produzidos ao final de cada ciclo de vida do
patégeno seja amplificado, proporcionando ao agente causador da doenca
altos indices de infec¢do caso medidas de controle ndo sejam adotadas
(VALE et al., 2004). O controle da doenca em sua maioria é realizado
pelo emprego de fungicidas e uso de cultivares resistentes. Além de elevar
significativamente os custos da producéo, o uso dos fungicidas causam
riscos ao meio ambiente e a saide humana (PERES; MOREIRA, 2003).

O método mais moderno de manejo da doenca é por meio da
utilizacdo de sistemas de previsdo, pois determinam a época ideal de
controle e também o ndmero e a frequéncia de aplicagdes. No entanto,
estes estudos baseiam-se na biologia reprodutiva do patdgeno, nas
condicdes climaticas e no estadio fenolégico da videira (GESSLER;
PERTOT; PERAZZOLLI, 2011). Portanto, o conhecimento do patégeno
é fundamental para que o modelo funcione adequadamente.

2.2.1 Agente etioldgico: Plasmopara viticola

O agente causal do mildio da videira é o Plasmopara viticola
(Berk. & Curlis) Berl & de Toni. Este pseudofungo € um parasita
obrigatdrio, da classe dos oomicetos e da familia Peronosporaceae
(GESSLER; PERTOT; PERAZZOLLLI, 2011). Originario da América do
Norte, o patégeno provocou enormes prejuizos quando introduzido no
continente europeu. O ciclo reprodutivo do P. viticola é dividido na nas
fases sexuada e assexuada (AGRIOS, 2005) (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo reprodutivo do P. viticola, agente etioldgico do mildio da
videira.
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(Fonte: Adaptado de AGRIOS, 2005).

A reproducdo assexuada ocorre quando os esporangioforos
liberam os esporéngios, e estes alcancam o tecido verde da planta
(GESSLER; PERTOT; PERAZZOLLI, 2011). Inicialmente, o0s
esporangios se destacam dos esporangioforos e sdo disseminados pelo
vento. Quando ocorre do esporangio cair sobre a folha Umida do
hospedeiro ele germina liberando os zodsporos. Os zoGsporos s&o
biflagelados e na presenga de um filme de agua “nadam”, e se fixam no
entorno dos estdmatos. Depois de encistado, os zo6sporos liberam um
tubo germinativo que penetram a folha via estdbmato (AMORIM;
SPOSITO; KUNIYUKI, 2016). O tubo germinativo da origem a um
micélio, que se desenvolve intercelularmente emitindo haustérios para o
interior das células. Nesta etapa 0 patégeno retira 0s nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento e reproducdo, colonizando
intensamente os tecidos foliares (AGRIOS, 2005). Como consequéncia,
surgem os primeiros sintomas externos conhecidos como “manchas de
6leo” (AMORIM; SPOSITO; KUNIYUKI, 2016). Os esporangidforos
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sdo ramificados e tem o comprimento médio de 140 — 250 um, os
esporangios apresentam-se na forma hialina e ovalada. Cada esporangio
contém de um a dez zoosporos biflagelados e unicelulares (TRIGIANO;
WINDHAM; WINDHAM, 2010).

Nas regides de clima temperado o ciclo sexual ocorre no periodo
do outono (GESSLER; PERTOT; PERAZZOLLLI, 2011; GOBBIN et al.,
2006). Os pesquisadores Wong, Burr, Wilxoc (2001) confirmaram que o
P. viticola é heterotalico e apresenta dois tipos de acasalamento (Al e
A2). Isto significa que o patdgeno possui micélio autoestéril e necessita
da participacdo de dois talos compativeis para que ocorra a formagéo do
odsporo.

O o6sporo é formado por meio do processo de plasmogamia (fuséo
celular), seguido de cariogamia (fusdo nuclear) e divisdo meidtica.
Inicialmente, o anteridio entra em contato com o oogénio. Apds o contato
(plasmogamia), o anteridio produz o tubo de fertilizacio que penetra na
superficie do oogdnio. Um nucleo do anteridio migra para o oogonio,
fundindo-se com o nicleo do oogonio (cariogamia). Estes se dividem por
meiose e formam o esporo sexual, denominado de o6sporo (AMORIM,;
SPOSITO; KUNIYUKI, 2016). Cada oogbnio produz um o6sporo, que
apresenta uma parede espessa, de 20 a 50 um de didmetro, e atua como
estrutura de resisténcia do patdgeno, permitindo a sobrevivéncia destes
nas condicBes adversas do ambiente (VERCESI et al., 1999).

No inverno, com a decomposi¢do do tecido do hospedeiro os
o6sporos sdo liberados para o ambiente (AMORIM; SPOSITO;
KUNIYUKI, 2016). Sob condigbes ambientais inadequadas, estas
estruturas hibernam nos residuos da planta ou no solo (ELLIS, 2008;
ROSSI et al., 2008). Apo6s o periodo de maturacdo completa, na primavera
com condigBes favoraveis (temperatura acima de 10°C e precipitacdo
acima de 10 mm) os o6sporos germinam e produzem um tubo
germinativo, que atua como um esporangi6foro no ciclo formando um
macroesporangio assexuado que contém os zodsporos. Estes zodsporos
sdo dispersos pelo vento e pela chuva, parasitando os drgaos vegetativos
da videira e causando as infec¢des primarias (VERCESI et al., 1999;
AMORIM; REZENDE, FILHO, 2011).

Em condicGes naturais, a germinagdo dos odsporos acontece de
forma intermitente, podendo, em casos extremos, ocorrer apenas no ano
seguinte apds a sua formacdo (KENNELLY et al., 2007; ROSSI et al.,
2008). Desta forma, as infecgdes ocasionadas pela doenca na fase sexual
podem ocorrer em diferentes periodos do ciclo cultura, uma vez que os
o0sporos ndo germinam ao mesmo tempo (GESSLER; PERTOT;
PERAZZOLLLI, 2011). Apesar do P. viticola ter sido estudado desde a sua
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introducdo nos vinhedos europeus na década de 80, alguns aspectos
bésicos da sua biologia continuam desconhecidos (WONG; BURR,;
WILCOX, 2001). Estudos realizados em diferentes paises da Europa
(Franca, Suica, Grécia, Itdlia e Alemanha) demonstraram que 0s esporos
sexuais constituem a maior fonte de inoculo durante todo o ciclo
vegetativo da videira (GOBBIN et al.,, 2006; GESSLER; PERTOT;
PERAZZOLLI, 2011).

No Brasil, a estrutura sexuada do P. viticola foi relatada na regido
da Serra Gaucha (CIRNE; SONEGAM; GRIGOLETTI JUNIOR, 1988).
No entanto, estes resultados foram publicados como “pesquisa em
andamento” e com “resultados provisorios, sujeitos a confirmagao”, onde
ndo foram publicados na literatura cientifica. A literatura mais recente
sugere que a reproducdo do patégeno no Brasil é realizada por meio da
intensa produgdo de micélios (reproducdo assexuada) (AMORIM,;
SPOSITO; KUNIYUKI, 2016). Camargo (2017) também relata que a
reproducdo sexuada do patégeno tem pouca influéncia no ciclo de vida
do pat6geno no estado de Séo Paulo.

As regibes viticolas da mesorregido serrana de Santa Catarina
apresentam o clima segundo a classificacdo de Koppen do tipo Cfb
subtropical Umido, com verdes amenos, precipitacdo média anual em
torno de 1.480 mm, temperatura maxima média de 22,0°C e minima
média de 12,4°C (EMBRAPA, 2012). Estas condic¢Ges climaticas sdo
semelhantes as condicBes descritas como ideais para a ocorréncia da
reproducédo sexuada e consequente formacéao de o6sporos (LEHOCZKY,
1956; GRUNZEL, 1961; WONG; BURR; WILCOX, 2001).

A reproducdo sexuada no ciclo de vida do P. viticola pode
contribuir para 0 aumento da variabilidade genética do patégeno e pode
explicar o rapido avanco da doenca nos vinhedos (GOBBIN et al., 2006).
Pode também contribuir para que o patdgeno apresente um maior
potencial evolutivo, oferecendo um maior risco de superar 0s principais
genes de resisténcia ou outros métodos de controle (MCDONALD;
LINDE, 2002). Sendo assim, a identificacdo correta da biologia
reprodutiva e das condic¢Ges climaticas favoraveis para o desenvolvimento
do patdgeno séo estudos importantes para 0 manejo e o uso eficiente do
recurso genético (CAMARGO JUNIOR, 2008). Estes estudos podem
colaborar com o desenvolvimento de novas cultivares de videira com
resisténcia duradoura a doengca. Uma vez que, a resisténcia de uma
cultivar depende tanto do gendtipo presente na planta como do patogeno,
sendo ambos afetados por fatores ambientais. Além disso, estes estudos
também sdo fundamentais no desenvolvimento de métodos de manejo da
doenca, tais como na elaboracdo de modelos de previsdo da doenca para
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promover um controle quimico mais eficiente, diminuindo os danos que
sdo ocasionados ao ambiente e a salde humana devido ao manejo
inadequado. Por consequéncia, os resultados deste estudo irdo fortalecer
a atividade viticola em Santa Catarina, contribuindo assim para a geracdo
de renda e fixagdo do homem ao campo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 FORMACAO DOS OOSPOROS DE P. viticola
3.1.1 Coleta dos dados climaticos

Os dados meteoroldgicos do municipio de Curitibanos/SC foram
coletados em duas estacGes meteoroldgicas: 1) a estacdo meteoroldgica
Curitibanos - A860, instalada no Aeroporto Lauro Anténio da Costa —
Curitibanos/SC. A estacdo fica a 4,0 km de distancia do vinhedo
comercial do qual foram coletadas as folhas para a identificacdo e
caracterizacdo dos oosporos; 2) UFSC Curitibanos — 1026, que esta
localizada na Area Experimental Agropecuéaria da UFSC, onde foram
depositadas as amostras para os estudos de viabilidade e germinagéo dos
00sporos (AGRICULTURA CONSERVACIONISTA, 2018). Os dados
meteorol6gicos do municipio de So Joaquim/SC foram originarios da
estacdo Sdo Joaquim - A815, localizado dentro da Estagdo Experimental
da Epagri de Sao Joaquim (EESJ) (INMET, 2018).

A estacBes: Curitibanos - A860 e S&o Joaquim - A815 sdo
pertencentes ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), enquanto
que a estacdo UFSC Curitibanos — 1026 é pertencente ao Centro de
Informagdes de Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia de Santa
Catarina (CIRAM/EPAGRI). As variaveis climaticas avaliadas nos dois
locais foram: temperatura minima (°C), temperatura média (°C),
temperatura maxima (°C), precipitacdo (mm) e umidade relativa do ar
(%).

3.2.1 Coleta do material vegetal para a identificagdo dos o6sporos de
P. viticola

O estudo foi realizado na mesorregido serrana de Santa Catarina
(Figura 2). No municipio de Curitibanos a coleta das folhas foi realizada
em um vinhedo comercial (27°16 15.7” S e 50°37° 54.5” W e altitude de
987 m) no dia 27 de abril de 2017. O vinhedo foi implantado em 2007,
com uma area de aproximadamente sete hectares. No municipio de S&o
Joaquim a coleta das folhas foi realizada no dia 11 de abril de 2018 na
Estacdo Experimental da Epagri de S&o Joaquim (EESJ) (“28°16° 28.0”
S e 49°55'53.1"W e altitude de 1415 m).
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Figura 2 - Local da coleta do material vegetal para a identificacdo dos
o6sporos. O ponto verde representa 0 municipio de Curitibanos/SC. O
vinhedo estd localizado a uma latitude de 27°16” 15.7” S e a uma
longitude de 50°37” 54.5” W estando a uma altitude de 987 m. O ponto
laranja representa 0 municipio de Sdo Joaquim/SC. O vinhedo localiza-
se a uma latitude de 28°16° 28.0” S e a uma longitude de 49°55° 53.1” W,
estando a uma altitude de 1415 m.
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3

Nos dois locais foram realizadas coletas de folhas da cv. ‘Cabernet
Sauvignon’, contendo os sintomas tipicos da doenga do mildio da videira
em estagio avangado. Os vinhedos foram naturalmente infectados pela
doenca. Por ser comercial, o vinhedo localizado em Curitibanos foi
submetido ao tratamento quimico para o controle da doenca, sendo
realizado cerca de sete aplicacbes com produtos comerciais que
apresentam o0s principios ativos de: Acilalanina, Azoxistrobilina,
Difenoconazal, Famoxadona, Mancozebe, Metalaxil-M, Metiram,
Oxicloreto de Cobre e Piraclostrobina.

Apobs a coleta, as amostras foram levadas ao Laboratério de
Biotecnologia e Genética Vegetal da Universidade Federal de Santa
Catarina, Campus de Curitibanos. Para a preservacdo das amostras, as
folhas foram fixadas em solucdo fixadora de glutaraldeido 2,5%, em
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tampdo fosfato de sddio 0,1 M (pH 7,2) pelo periodo de 12 horas.
Posteriormente, o material foi desidratado em série crescente de alcool
etilico (20, 30, 40, 50, 60 e 70° GL) (RUZIN, 1999). Para facilitar a
visualizagdo das amostras, as folhas foram clarificadas por meio do uso
do hipoclorito de sodio (3%) e etanol (96%) (LEHOCZKY, 1956). Por
fim, foram armazenadas em recipientes contendo alcool 70° GL em
temperatura ambiente, até que as andlises fossem realizadas.

3.2 MICROSCOPIA DE LUZ DE CAMPO CLARO

3.2.1 ldentificacdo e caracterizagdo morfoldgica dos odsporos de P.
viticola

Uma anélise prévia foi realizada no material coletado e as
estruturas observadas foram comparadas com os resultados de pesquisas
cientificas realizadas com odsporos de P. viticola e de outros comicetos.
Apos a analise prévia, foram confeccionados trés discos foliares/folha de
20 folhas contendo lesdes do mildio da videira, totalizando 60 discos
foliares/local. Em seguida os discos foram dispostos sobre uma lamina,
adicionado uma gota de agua destilada e posicionada uma laminula. Os
discos foram examinados com o auxilio do microscopio luz de
epifluorescéncia Olympus BX-60. Dos discos contendo as estruturas
sexuadas foram capturadas imagens (x 200) e medido aleatoriamente o
didmetro de dez ob6sporos. Apds a mensuragdo dos o6sporos, os discos
utilizados foram armazenados em recipiente contendo alcool 70° GL em
temperatura ambiente.

As médias dos didmetros dos o6sporos foi avaliada por meio do
Teste t de Student a 5% de probabilidade, utilizando o software R.

3.2.2 Distribuic&o dos oésporos de P. viticola no tecido vegetal

Para avaliar a distribuicdo dos odsporos no interior do tecido
vegetal, foi adaptada a metodologia descrita por Kortekamp (2005). Ap6s
a identificacdo da estrutura sexuada, foram selecionados quatro discos
foliares/local que se apresentavam ricos em oésporos. lInicialmente o
material foi desidratado em uma série etilica crescente até alcool 96° GL.
Apos, as amostras foram submersas pelo periodo de 12 horas em solugéo
de pré-infiltragdo e em seguida trés horas em solugdo de infiltracdo.
Foram montados os blocos de historesina (hidroxietil metacrilato) com as
amostras. Apés a secagem, os blocos foram seccionados em cortes de
cinco pm de espessura com o auxilio do micrétomo rotativo CUT 4055,



41

localizado no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genético
Vegetal (LFDGV) do Centro de Ciéncias Agréarias (CCA/UFSC). As
seccdes foram distendidas sobre ldminas de vidro contendo uma gota de
agua destilada. As laminas foram secadas em uma chapa aquecedora
(52°C) por aproximadamente 2 min. Com o intuito de observar os
o0sporos no tecido vegetal, as mesmas foram coradas com azul de
toluidina (O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964) e também com o
corante Eosina Y (KORTEKAMP, 2005).

A distribuicdo dos o6sporos no tecido vegetal foi avaliada por meio
do método de varredura. Para as diferentes andlises as imagens foram
capturadas no microscopio de luz de epifluorescéncia Olympus BX-60
acoplado com camera digital Olympus DP73 e analisadas através do
software Olympus cellSens®.

3.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A MEV foi utilizada para a analise mais detalhada da morfologia
dos odsporos. A andlise foi realizada no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da Universidade Federal de Santa
Catarina/Florianépolis. Foram previamente selecionados quatro discos
ricos em oosporos de cada coleta/local, totalizando oito amostras. Os
discos foliares com odsporos foram imersos em nitrogénio liquido e
quebrados (fraturados) pela técnica de criofratura (CASTRO, 2002).
Posteriormente, foram submetidos a uma desidratacdo crescente (80, 90,
100 %) por trés vezes, permanecendo 10 min em cada concentragdo. As
amostras foram levadas para o aparelho de secagem ao ponto critico.
Apos a secagem, as amostras foram montadas no suporte porta-amostras
do MEV (“stubs”), utilizando uma fita de carbono dupla face colocada
sobre uma pelicula de papel aluminio. Para aumentar a condutividade da
superficie da amostra, o material foi recoberto com uma fina camada de
ouro. Apds a metalizagdo, as amostras foram analisadas e imagens foram
digitalizadas no microscépio eletrbnico de varredura JEOL JSM-
6390LV.
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3.3 VIABILIDADE E GERMINACAO DOS OOSPOROS DE P. viticola

3.3.1 Coleta do material para a avaliacio da viabilidade e germinagéo
dos o6sporos

Para determinar a viabilidade e germinacdo dos o6sporos ao longo
do tempo foram coletadas em cada local 80 folhas da cv. ‘Cabernet
Sauvignon’ naturalmente infectadas com o mildio da videira. As coletas
ocorreram em abril de 2018, nos municipios de Curitibanos/SC e de Séo
Joaquim/SC. Com o auxilio de um microscopio estereoscopio Leica EZ,
foram recortadas as regides da folha com les6es ocasionadas pelo mildio.
Estes fragmentos de folhas foram divididos em quatro sacolas porosas de
nylon (20 x 20 cm), que foram vedadas em suas extremidades. Com o
intuito de manter as condi¢fes climaticas naturais para avaliar a
viabilidade dos o06sporos, as sacolas contendo os fragmentos das folhas
foram colocadas a campo e armazenadas em contato com o solo, na Area
Experimental Agropecuaria (UFSC/CBS) e na Estacdo Experimental de
S&o Joaquim (EESJ) — Epagri. As avaliagBes ocorreram nos meses de
setembro, outubro e novembro. Em cada més foi retirado uma amostra do
campo e levado ao laboratério de Biotecnologia e Genética Vegetal da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC/CBS) para a
determinacéo da viabilidade e germinacéo dos odsporos.

3.3.2 Viabilidade e germinacéo dos odsporos de P. viticola

Da amostra retirada do campo foi feita uma suspensdo aquosa
seguindo as metodologias propostas por Van der Gaag et al. (1993) e
Beakes et al. (1986). Para a liberagdo dos o6sporos, o tecido vegetal foi
triturado com o auxilio de um mixer comercial em 150 mL de agua
destilada. Apds, a amostra foi levada ao banho ultrassénico por 10 min e
agitada por uma hora em agitador magnético sob temperatura ambiente.
A solucdo foi entdo filtrada. A filtragem foi realizada trés vezes com
peneiras de diferentes tamanhos, sendo 0,3 mm, 75um e 20um,
respectivamente. O residuo restante na parte superior da peneira de 20um
foi retirado com o auxilio de uma pipeta de pauster e adicionado a um
tubo falcon, totalizando 50 mL.

Para avaliar a viabilidade dos odsporos foram retirados 7,5 mL da
suspensdo aquosa e adicionados em um novo tubo falcon (15 mL). Na
suspensdo foi adicionado o corante Tetraz6lio na concentracdo de 0,1%,
na proporg¢do de 1:1, totalizando 15 mL. A amostra foi envolta com papel
aluminio e incubada a 36° C por 24 horas. Apds este periodo, foi realizada
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a adicdo de 150 pL da suspensdo sobre a lamina. Foram avaliados 100
odsporos/suspensdo. Os o6sporos foram quantificados através da andlise
de varredura em microscopia de luz de campo claro.

A determinacdo do percentual de viabilidade dos odsporos foi feita
de acordo com a sua coloracdo. Trés classes foram consideradas, sendo:
intenso: oosporos totalmente vermelhos sendo considerados viaveis;
intermediario: odsporos parcialmente corados de vermelho (alaranjado)
também considerados viaveis e; incolores: odsporos ndo corados sendo
considerados inviaveis (HOLZHAUSEN; PORSCHE; SCHUBERT,
2017).

Conforme metodologia proposta por Vercesi et al. (2010), para
avaliar a germinacdo dos oosporos foi utilizada a suspensdo aquosa
previamente estabelecida. Foram adicionados 5uL da amostra com
oosporos em placas de Petri contendo Agar-4gua (1%). Foram
confeccionadas dez placas de Petri. As amostras foram incubadas em
BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) com fotoperiodo de 12 horas a
20°C por 14 dias. Diariamente, as amostras foram umedecidas com agua
destilada e avaliadas. Com o auxilio do microscépio estereoscopio Leica
EZ foi avaliada a formacdo de macroesporangio. Para as diferentes
andlises, foram capturadas imagens no microscopio de luz de
epifluorescéncia Olympus BX-60 acoplado com camera digital Olympus
DP73.

O percentual de viabilidade dos odsporos nos diferentes meses e
nos diferentes locais foi avaliado por meio da andlise de variancia
multipla e teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software R.
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4 RESULTADOS
4.1 FORMACAO DOS OOSPOROS DE P. viticola
4.1.1 Dados climaticos no periodo da coleta das folhas

Nas Figuras 3 e 4 estdo as varidveis climaticas dos municipios de
Curitibanos e de Séo Joaquim, durante os meses de marco e abril de 2017
e 2018 (inicio do outono), respectivamente. No municipio de Curitibanos
a temperatura média no més de marco foi de 18,9°C, a temperatura média
das maximas foi de 24,9°C e a temperatura média das minimas foi de
15,4°C. No mesmo periodo ocorreram 83,4 mm de chuva e a umidade
relativa do ar foi de 82,4%. No més de abril a temperatura média no local
foi de 15,6°C, a temperatura média das maximas foi de 21°C e temperatura
média das minimas foi de 11,8°C. A precipitacdo média no local foi de
85,2 mm e a umidade relativa do ar ficou em 79%.

Figura 3 - Valores diérios de precipitagdo (mm), temperatura media (°C),
temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C) e umidade relativa do
ar (%) nos meses de marco e abril de 2017 no municipio de Curitibanos
— Santa Catarina.
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No municipio de S&o Joaquim a temperatura média durante 0 més
de marco foi de 16,9°C. A temperatura média das maximas para o periodo
experimental foi de 21,9°C e a temperatura média das minimas foi de
13,4°C. No mesmo periodo ocorreram 171,6 mm de chuva e a umidade
relativa do ar ficou em torno de 84,1%. As mesmas variaveis foram
avaliadas no més de abril, onde a temperatura média do local foi de
15,2°C. A temperatura média das maximas foi de 20,2°C e a temperatura
média das minimas ficou em 11,8°C. Ocorreram no més de abril 29 mm
de chuva e a umidade relativa do ar média foi de 76,9% (Figura 4).

Figura 4 Valores diarios de precipitacdo (mm), temperatura média (°C),
temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C) e umidade relativa do
ar (%) nos meses de marco e abril de 2018 no municipio de Sdo Joaquim
— Santa Catarina.
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(Fonte: Elaborado pelo autor, 2019. Adaptado de INMET — Esta¢do: S&o
Joaquim- A815)

4.1.2 Microscopia de luz de campo claro

Os discos coletados para a identificacdo dos o6sporos de P. viticola
apresentavam-se amarelados e com os sintomas tipicos da doenga do
mildio da videira em estagio avancado, mesmo apds o processo de fixacdo
e clarificacdo. Externamente nenhum esporo sexual foi observado, apenas
0s sintomas da doenca e as estruturas assexuadas do patdgeno (Figura 5).

Umidade relativa do ar (%)
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Figura 5 - Discos foliares da cv. ‘Cabernet Sauvignon’ com os sintomas
tipicos da doenga do mildio da videira em estagio avangado (seta), apds o
processo de fixagdo e clarificagdo. A. Face adaxial do disco foliar. B. Face
abaxial do disco foliar. (Barra=1000um).

(Fonte: Elaborado pelo autor, 2019)

Através da microscopia de luz de campo claro foi possivel
identificar a presenca dos o6sporos de P. viticola nos discos foliares da
cv. ‘Cabernet Sauvignon’ para os dois locais estudados. Os esporos
sexuais foram encontrados de forma mais abundante nas regides centrais
das lesdes oriundas do mildio da videira ou préximo das nervuras da
folha. As regides do tecido que apresentam a estrutura sexuada exibem
uma colora¢do “marrom-claro”, e nestas regides, raramente foram
visualizadas as estruturas assexuadas do patdgeno (Figura 6).
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Figura 6 - O6sporos de P. viticola encontrados em discos foliares da cv. ‘Cabernet Sauvignon’. A. Regiéo central da
lesdo oriundas do mildio da videira com odsporos (setas), encontrados no municipio de Curitibanos/SC (Barra=20um).
B. Disco foliar rico em odsporos (setas), encontrados no municipio de S&o Joaquim/SC (Barra=10pm).
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(Fonte: Elaborado pelo autor, 2019)
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No estudo foram realizadas as medi¢fes do didmetro de 600
oosporos de cada local. No municipio de Curitibanos o didmetro dos
oosporos variou de 20,06 a 49,15 um, sendo o tamanho médio dos
oosporos para o local de 31,61 um (Figura 7A). No municipio de Sao
Joaquim o didmetro médio dos odsporos foi de 22,20 um, variando entre
20,00 a 31,04 um (Figura 7B). Segundo o teste t de Student, as médias do
didmetro dos o6sporos do municipio de Curitibanos e de Sdo Joaquim
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 7 — Percentual dos odsporos com diferentes didmetros encontrados em discos foliares da cv. ‘Cabernet

Sauvignon’. A. Medigdes referentes ao municipio de Curitibanos. B. Resultados referentes ao municipio de S&o
Joaquim/SC.
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4.1.3 Distribuicéo dos o6sporos de P. viticola no tecido vegetal

Nas Figuras 8 e 9, além dos odsporos também sdo observados a
epiderme superior protegida pela cuticula, o parénquima palicadico com
uma camada de células alongadas, o parénquima esponjoso sendo
formado por trés a cinco camadas de células arredondadas e/ou elipsoidais
e com grandes espacos intercelulares entre si. Somente na epiderme
inferior da folha foi possivel visualizar a presenca dos estdmatos. Os
estbmatos apresentam a sua morfologia caracteristica, com duas células-
guarda tipicas ao redor do poro.

A presenca de odsporos de P. viticola também foi observada nas
seccoes transversais do tecido foliar da cv. ‘Cabernet Sauvignon’ para os
dois locais estudados. Os odsporos estdo localizados na parte central do
mesofilo, entre o parénquima palicddico e o parénquima esponjoso,
apresentando o tamanho e formato caracteristicos da sua estrutura,
conforme relatado na literatura por Dick (1995) e Vercesi et al. (1999).

Figura 8 - Secgdes transversais de folhas da cv. ‘Cabernet Sauvignon’
coradas com Eosina Y com a presenca de odsporos. A. Seccao transversal
da folha coletada no municipio de Curitibanos/SC. B. Secc¢éo transversal
de folha coletada no municipio de S&o Joaquim/SC. Eps: Epiderme
superior. Pp: Parénquima palicadico. OOS: Oo6sporo. Pe: Parénquima
esponjoso. Epi: Epiderme inferior. (Barra=20pum).
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Epi

(Fonte: Elaborado pelo autor, 2019)
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Figura 9 - Sec¢des transversais de folhas da cv. ‘Cabernet Sauvignon’
coradas com Azul de toluidina com a presenca de odsporos. A. Secgao
transversal de folha coletada no municipio de Curitibanos/SC. B. Seccéao
transversal de folha coletada no municipio de Sdo Joaquim/SC. Eps:
Epiderme superior. Pp: Parénquima paligadico. OOS: O6sporo. Fv: Feixe
vascular. Pe: Parénquima esponjoso. Es: Estdmato. Epi: Epiderme
inferior. (Barra = 20pum).

(Fonte: Elaborado pelo autor, 2019)

4.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A MEV permitiu descrever as principais caracteristicas
morfoldgicas externas do o6sporo de P. viticola. Na Figura 10 é possivel
visualizar a parede do oo6sporo dividida em duas camadas principais,
sendo uma camada externa fina e uma camada interna espessa. O 0odsporo
também apresenta uma camada de glébulos lipidicos. Entre a camada
lipidica e a camada interna espessa & observada uma membrana
plasmética fina circundado toda a oosfera (Figura 10B). Por fim, na regido
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central do odsporo encontra-se 0 ooplasto (Figura 10A). Além disso, no
estudo também foi possivel observar odsporos colapsados (Figura 10C).

Figura 10 - Odsporos de P. viticola encontrados na mesorregido serrana
de Santa Catarina visualizados através de microscopia eletronica de
varredura (MEV). A. O6sporo no interior do oogbnio. B. Detalhe da
figura 10A, para visualizacdo das principais camadas do o6sporo. C.
Odsporo de P. viticola colapsado. OOP: Ooplasto; OOG: Parede do
oogdnio; MP: Membrana plasmatica; EX: Parede externa fina; Seta:
camada de glébulos I|p|d|cos Cabega da seta: parede interna grossa
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4.2 VIABILIDADE E GERMINACAO DOS OOSPOROS DE P. viticola
4.2.1 Dados climéaticos

Nas Figuras 11 e 12 estdo as varidveis climaticas para os
municipios de Curitibanos e de Sdo Joaquim, durante o periodo
experimental no ano de 2018. No municipio de Curitibanos a temperatura
média no més de abril foi de 17,3°C. Nos meses de maio a agosto, a
temperatura média sofreu reducdes para 13,6°C, 11,2°C, 12,1°C e 10,5°C,
respectivamente. No més de setembro (més da retirada da primeira
amostra) a temperatura média foi de 14,7°C, aumentando para 16,5°C e
18,2°C no més de outubro e novembro, respectivamente. Ao contrario da
temperatura, os indices pluviométricos apresentaram um aumento em seu
volume ao longo do tempo. Durante o periodo experimental, choveu 25,4
mm no més de abril, 74,2 mm no més de maio, 123,8 mm em junho, 15,8
mm em julho, 129,4 mm em agosto, 216,6 mm em setembro, 184,2 mm
em outubro e 131,0 mm no més de novembro.

No municipio de Sdo Joaquim, a temperatura média em abril foi de
15,2°C, 11,5°C em maio, 9,8°C em junho, 11,2°C em julho e 10°C no més
de agosto. Durante a primavera, a temperatura média foi de 12,8°C no
més de setembro, 13,1°C no més de outubro e 14,9°C no més de
novembro. No més de abril choveu 29 mm, 73,8 mm em maio, 186,2 mm
em junho, 127,2 mm em julho e 123,8 mm em agosto. O indice
pluviométrico no més de setembro foi de 169,6 mm, 195,0 mm em
outubro e 174,4 mm em novembro.
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Figura 11 - Valores diarios de precipitacdo (mm), temperatura média (°C),
temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C) e umidade relativa do
ar (%) nos meses de abril a novembro de 2018 no municipio de
Curitibanos — Santa Catarina.
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Figura 12 - Valores diarios de precipitacdo (mm), temperatura média (°C),
temperatura maxima (°C), temperatura minima (°C) e umidade relativa do
ar (%) nos meses de abril a novembro de 2018 no municipio de S&o
Joaquim — Santa Catarina.
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4.2.2 Viabilidade dos odsporos de P. viticola

A utilizacdo do corante tetrazolio possibilitou a avaliagdo do
percentual de viabilidade dos odsporos ao longo do tempo nos municipios
de Curitibanos e de Sao Joaquim (Tabela 1). Foram considerados viaveis
0s 00sporos corados de vermelho intenso (Figura 13A) e os parcialmente
corados (Figura 13B), enquanto que os oésporos ndo corados (Figura
13C) foram considerados inviaveis.

Figura 13 - Viabilidade dos odsporos de P. viticola provenientes de folhas
da cv. ‘Cabernet Sauvignon’. As avalia¢cdes foram realizadas apds as
amostras serem mantidas a 36°C por 24 horas, depois da adi¢do do corante
tetrazdlio (0,1%). A. Intenso: odsporo corado de vermelho, considerado
vidvel. B. Intermediario: odsporo parcialmente corado de vermelho
(alaranjado), considerado viavel. C. Incolor: odsporo ndo corado,
considerado inviavel. (Barra=50um).

(Fonte: Elaborado pelo autor, 2019)

No municipio de Curitibanos a maior viabilidade foi observada
em setembro com 81% dos o6sporos viaveis. A viabilidade sofreu uma
leve reducdo para 79% e 73% de viabilidade, nos meses de outubro e
novembro, respectivamente. No municipio de Sdo Joaquim, no més de
setembro, 69% dos 00sporos apresentaram-se viaveis. No més de outubro
houve uma reducéo para 67%. O maior percentual de viabilidade para o
local foi observado no més de novembro com 76% dos 0Gsporos viaveis.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na viabilidade
dos odsporos entre os diferentes meses para os diferentes locais. No
entanto, 0s 00sporos viaveis apresentaram diferenca significativa quando
comparados com odsporos invidveis (Tabela 1).
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Tabela 1 - Percentual de viabilidade dos o6sporos de P. viticola ao longo do
tempo em 2018, encontrados em folhas da cv. ‘Cabernet Sauvignon’ para os
municipios de Curitibanos/SC e Sdo Joaquim/SC.

Percentual de viabilidade dos o6sporos (%6)

Curitibanos/SC Sado Joaquim/SC

Coloragdo/més Intenso Intermediério Incolor Viavel Intermediario Incolor
Set 43 Aa 38 Aa 19 Ab 30 Aa 39 Aa 31 Ab
Out 41 Aa 38 Aa 21 Ab 23 Aa 44 Aa 34 Ab
Nov 36 Aa 37 Aa 27 Ab 37 Aa 39 Aa 24 Ab

Letras iguais mailscula na coluna e mindscula na linha ndo possui
significancia estatistica pelo teste de Tukey (5%). CV1: 0,70%; CV2: 16%

Os odsporos vidveis avaliados apresentaram o formato
arredondado e uma parede espessa conforme o padrdo morfolégico
esperado. Os odsporos invidveis ndo apresentaram mudanga em sua
coloracdo (incolores) apds o periodo de 24 horas. Também foi observado
gue odsporos inviaveis apresentaram em Sseu interior numerosas
estruturas globulares de diferentes dimensBes, camada interna muito
espessa e bastante homogénea (Figura 14).

Figura 14 - A-B. Odsporos de P. viticola com grandes glébulos em sua
composi¢cdo. Estes ndo coloriram e foram  considerados
invidveis/anormais. (Figura A: Barra=20um, Figura B: Barra=20um).

(Fonte: Elaborado pelo autor, 2019)
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No presente estudo tanto para 0 municipio de Curitibanos, quanto
para 0 municipio de Sdo Joaquim ndo foi observado a formagdo do
macrosporangio e dos zoosporos de P. viticola durante os 14 dias de
avaliagBes (Figura 15). Sob condi¢des controladas (em laborat6rio) os
o6sporos apresentaram a sua morfologia caracteristica (formato
arredondado e uma parede espessa), no entanto, ndo apresentaram o tubo
germinativo, que é caracteristico de odsporos germinados.

Figura 15 - Odsporos de P. viticola ap6s 14 dias de incubagio em Agar-
agua (1%), e sob a temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas. A.
Odsporo de P. viticola ndo germinado encontrado em amostras foliares
oriundas do municipio de Curitibanos/SC. B. Odsporo de P. viticola ndo
germinado encontrado em amostras foliares oriundas do municipio de Sao
Joaqmm/SC (Barra—zo uml\

(Fonte: Elaborado pelo autb'f; 2019)
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5 DISCUSSOES
5.1 FORMACAO DOS OOSPOROS DE P. viticola
5.1.1 Dados climaticos no periodo inicial do outono

Os dois locais apresentaram poucas diferengas entre as suas
temperaturas médias. Foi observada uma diferenca entre as temperaturas
médias de aproximadamente 2°C no més de marco, sendo que esta
diferenca diminuiu para menos 1°C no més de abril. Em ambos os locais
sdo comuns geadas nos periodos do outono/inverno. Além disso, no
municipio de S&o Joaquim pode ocorrer de forma casual as condigdes
climaticas favoraveis para a incidéncia de neve.

A unidade de Sao Joaquim apresentou temperaturas médias mais
baixas em relagdo ao municipio de Curitibanos. Este fato é corroborado
com os dados climaticos histéricos para os locais, onde a temperatura
média anual histérica para o municipio de Curitibanos é de 17,3°C,
enguanto que para 0 municipio de Sao Joaquim é de 13,4°C (EMBRAPA,
2012; INMET, 2018). Um dos principais fatores que contribuem para que
0 municipio de Sao Joaquim apresente menores temperaturas em relagéo
a Curitibanos é a altitude local. O municipio de Sdo Joaquim esta
localizado a 1360 m de altitude, enquanto o municipio de Curitibanos se
encontra a 987 m acima do nivel do mar, sendo uma diferenca de 373 m
(EMBRAPA, 2012).

No periodo avaliado, a chuva ocorreu de forma melhor distribuida
em 2017 no municipio de Curitibanos. J4 em 2018 no municipio de Séo
Joaquim, 0 més de margo apresentou maiores indices pluviométricos
(171,6 mm) em comparacdo com o més de abril (29 mm). O mesmo foi
observado no ano de 2018 para 0 municipio de Curitibanos, no més de
marco choveu 69,2 mm e no més de abril houve uma reducédo do indice
pluviométrico para 15,2 mm (AGRICULTURA
CONSERVACIONISTA, 2017). Historicamente os dados do indice
pluviométrico do més de abril sdo menores em relacdo ao més de marco
na mesorregido serrana de Santa Catarina (EMBRAPA, 2012). No
entanto, neste periodo choveu menos que a média histérica da
precipitacdo acumulada para o local. Sendo assim, pode-se considerar o
més de abril de 2018 como um periodo chuvoso atipico, ocorrendo poucos
milimetros de chuva na mesorregido serrana de Santa Catarina.

A condicéo climatica do local é um dos fatores que influenciam no
ciclo vegetativo e reprodutivo da cultura e também no ciclo reprodutivo
do patégeno (VALE et al., 2004; GIOVANNINI, 2014). Na cultura da
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videira, com a diminui¢do da temperatura ocorrem a queda das folhas e o
repouso vegetativo, sendo estes processos ocorrentes no final do outono
e no periodo do inverno. Durante o periodo experimental, para os dois
locais, foram observadas a diminuicdo da temperatura e a reducdo da
disponibilidade de &gua (via umidade relativa do ar e precipitacdo
pluviométrica). No periodo da coleta, as folhas estavam entrando no
processo de senescéncia. Isto indica que devido ao processo natural, a
planta apresentava uma menor atividade fotossintética e as folhas uma
menor disponibilidade de nutrientes. Segundo Giovannini (2014), a
temperatura ideal para a videira realizar a fotossintese fica entre 25°C a
30°C. Temperaturas abaixo ou acima destas ocorre um decréscimo na taxa
fotossintética. Além disso, a atividade fotossintética se mantém até a
gueda das folhas, independente da data de vindima, diminuindo
progressivamente devido ao envelhecimento das folhas e também da
alteragdo dos fatores climaticos (GIOVANNINI, 2014). Para Griinzel
(1961), a maior formacdo de o6sporos no final do periodo vegetativo da
videira pode estar associada com uma inibicdo fisiologica do
desenvolvimento do patdégeno (na fase assexuada) em folhas
envelhecidas.

Estudos com o6sporos de P. viticola foram realizados a campo em
diferentes locais como exemplo a Franga, Italia, Australia e Alemanha
(KENNELLY et al., 2007). Estes locais sdo conhecidos pelas suas baixas
temperaturas no periodo do outono e inverno. Estudos avaliando a
formagéo dos odsporos em laboratério foram realizados por Lehoczky
(1956). O autor observou a formagéao de o6sporos de P. viticola em discos
foliares flutuando em agua sob a temperatura de 19 a 25°C, nove a 12 dias
apos a inoculacdo (dai). Outro estudo realizado para avaliar o efeito da
temperatura (10, 14, 15, 18 e 22°C) sobre e a formagdo dos odsporos de
P. viticola, foi observado que em todas as temperaturas testadas os
oosporos foram formados (GEHMANN et al.,, 1987). Sendo as
temperaturas de 14 e 18°C as que resultaram nos maiores niveis de
formacdo de odsporos. Em outro estudo mais recente, realizado por
Wong, Burr, Wilxoc (2001), em laboratério ndo ocorreu a formacao dos
esporos sexuais de P. viticola nos discos foliares até oito dai a 12°C. No
entanto, quando os discos foram mantidos por no minimo dez dias, houve
um aumento significativo na formacéo das estruturas.

Por se tratar de um ambiente natural, neste estudo para ambos 0s
locais ndo ocorreram periodos com temperaturas constantes. Observando
os dados climaticos do municipio de Curitibanos, verificou-se que do dia
18 de marco até 04 de abril de 2017 as temperaturas minimas se
mantiveram na media de 13,7°C. Neste periodo ocorreram poucos
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milimetros de chuva (2,6 mm). A umidade relativa do ar ficou em torno
de 80,6%. Do dia 17 de abril até 25 de abril de 2017, as condi¢es
climaticas foram semelhantes no local, onde as temperaturas médias
minimas ficaram em torno de 13,6°C. A chuva acumulada no local neste
periodo foi de 1,4 mm e a umidade relativa do ar encontrava-se proximo
a 83,9%. No municipio de Sdo Joaquim as temperaturas minimas
consecutivas ocorreram do dia 05 de marco até 13 de marco de 2018, onde
a temperatura média minima foi de 12,9°C, com o total de chuvas de 5,2
mm. Neste periodo a umidade relativa do ar foi de 81,5%, aonde no dia
13 de margo especificamente a umidade relativa média chegou a ficar
préximo a 49,7%. Também para o periodo avaliado, do dia 01 de abril até
a data de coleta a temperatura média minima durante este periodo foi de
12,5°C. A chuva acumulada no local foi de 6,6 mm e a umidade relativa
encontrava-se a 79,1%.

Deste modo, as temperaturas observadas no periodo inicial do
outono, nos dois locais de estudo, encontram-se dentro do intervalo de
temperaturas que resultaram na formacao de odsporos de P. viticola em
ensaios de laboratério (LEHOCZKY, 1956; GEHMANN et al., 1987;
WONG, BURR, WILXOC, 2001). Durante todo os meses de margo e
abril a temperatura média para ambos os locais oscilou de 15,2°C a
18,9°C, ficando proximas as temperaturas ideais observadas por
Lehoczky (1956) e por Gehmann et al. (1987). Também foi observado
gue os periodos que ocorreram os menores indices pluviométricos
apresentaram a temperatura média minima em torno de 13°C, sendo esta
temperatura proxima a temperatura utilizada nos experimentos de Wong,
Burr, Wilcox (2001) e de Gehmann et al. (1987). Além disso, Griinzel
(1961) observou em seu estudo que os esporos sexuais foram produzidos
em periodos mais secos, quando a esporulagéo é impedida.

Observa-se também que os fatores climaticos na fase experimental
do estudo, sdo limitantes no desenvolvimento do patégeno na fase
assexuada. Conforme Agrios (2010), a temperatura ideal para o
desenvolvimento do patdgeno nesta fase varia entre 20°C a 25°C. Para a
ocorréncia da infeccdo neste periodo, se faz necessario a presenca da agua
livre nos tecidos por um periodo minimo de 2-3 horas. Para o processo de
esporulacdo é necessario que a umidade relativa do ar esteja proxima a
95%. Diante disto, os resultados obtidos sugerem que nas condigbes
climaticas da mesorregido de Santa Catarina, 0 patdgeno apresenta uma
limitacdo no seu desenvolvimento na fase assexuada e forma os 06sporos
como estrutura de resisténcia para garantir a sua sobrevivéncia no local.
De acordo com Dick (1995), a reproducdo sexual em fungos pode ser
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considerada uma estratégia evolucionaria para manter a regeneracgao e
sobrevivéncia da populagéo.

Vale et al. (2004) relatam que os modelos de previsdo de doengas
e sistemas de alerta fitossanitario levam em consideracéo o conhecimento
da interacdo patdgeno-ambiente. Conhecer o efeito climatico sobre ciclo
de vida do fitopatdgeno possibilita a adocdo de uma série de medidas de
manejo, sendo de &mbito pratico como também em pesquisas cientificas.

5.1.2 Microscopia de luz de campo claro

Em termos gerais, a auséncia dos odsporos na parte externa dos
discos foliares como observado na Figura 5, confirma as informagdes
descritas na literatura, onde a fase sexuada do P. viticola ocorre de forma
intercelular (AGRIOS, 2005; GESSLER; PERTOT; PERAZZOLLI,
2011). Quando os discos foram observados sob microscopio de luz de
campo claro (Figura 6), foi possivel visualizar que as regides centrais das
lesbes oriundas do mildio da videira apresentavam maiores quantidades
de odsporos. Lehoczky (1956) também demonstrou que os 06sporos nao
se encontram distribuidos de forma aleatdria pela folha, mas sim,
concentrados em poucas regifes que sdo delimitados pelas nervuras.

Quando observados sob microscopio de luz de campo claro (x
200), os odsporos encontrados em amostras foliares do municipio de
Curitibanos (Figura 6A) ndo apresentaram diferencas visuais na sua
morfologia em comparagdo com as estruturas sexuais encontradas em
amostras do municipio de Séo Joaquim (Figura 6B). Para ambos os locais,
0s esporos apresentaram o formato arredondado e uma parede espessa,
sendo estas caracteristicas tipicas da sua morfologia (DICK, 1995;
VERCESI et al., 1999; WONG, BURR, WILXOC, 2001).

No entanto, quando mensurados foi possivel observar que 0s
oo6sporos encontrados no municipio de Curitibanos sdo, em média,
maiores em relagdo ao didmetro dos odsporos encontrados no municipio
de Sédo Joaquim. Entretanto, todas as medidas realizadas nos dois locais
estdo dentro do intervalo de didmetro de odsporos observados em outros
estudos, que oscilaram de 20 a 50um de didmetro (LEHOCZKY, 1956;
GESSLER; PERTOT; PERAZZOLLI, 2011). Além disso, através da
andlise estatistica foi possivel confirmar que a médias do diametro dos
o6sporos do municipio de Curitibanos e de S&o Joaquim apresentaram
diferenca significativa. Uma possivel justificativa para a diferenga de
tamanho entre os o6sporos nos dois locais pode estar relacionado com a
data da coleta das folhas. No municipio de Curitibanos a coleta do
material foi realizada no final do més de margo, enquanto que no
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municipio de Sao Joaquim a coleta foi realizada na segunda semana do
més de abril. Além disso, no momento da coleta foi observado que no
municipio de Sao Joaquim as folhas mais velhas, que ndo foram
coletadas, em sua maioria ndo estavam mais presentes na planta. Um dos
motivos desta desfolha, pode ter sido devido ao ataque do mildio, uma
vez que, no vinhedo experimental de Sdo Joaquim ndo foi adotada
nenhuma medida quimica para o controle da doenca.

Considerando que a maior formacdo dos o0sporos ocorre nas
folhas mais velhas (GRUNZEL, 1961) e que foram utilizadas folhas mais
jovens, pode ter ocorrido que as estruturas sexuais ainda encontravam-se
no processo de maturacdo. O estudo realizado em laborat6rio por
Lehoczky (1956) verificou que tamanho médio de odsporos foi de 31,5
um, sendo este didmetro médio semelhante ao encontrado no municipio
de Curitibanos. Neste caso, para garantir que as folhas mais velhas
estejam ainda presentes na planta, recomenda-se que a coleta do material
no municipio de Séo Joaquim seja antecipada em relacdo ao periodo de
coleta do presente estudo.

Historicamente, a primeira descri¢do dos odsporos de P. viticola
foi realizada em 1863 por Bary (GRUNZEL, 1961). Em 1880, os
o6sporos foram encontrados em maior quantidade na Europa por Millarde
(1882). No Brasil, em 1988 os pesquisadores Cirne, Sonegam e Grigoletti
Junior (1988) deram inicio aos primeiros estudos da presenga de 06sporos
de P. viticola na regido da Serra Galcha. No entanto, este estudo foi
publicado como “pesquisa em andamento” e os resultados ndo foram
publicados em revista cientifica confirmando se a estrutura era formada
nas condi¢des climaticas do local. Ainda no Brasil, Camargo (2017) relata
em seu estudo que no estado de S&o Paulo foi encontrado a presenca de
uma Unica espécie criptica de P. viticola (P. viticola clado aestivais) e que
a reproducdo sexuada possui um papel secundario no progresso das
epidemias do mildio da videira. Segundo o autor, nos locais estudados as
epidemias sdo decorrentes da reproducdo assexuada do patégeno, e que
as infeccdes clonais multiplas sdo ocasionadas por um ou poucos
genotipos. Diante disto, os resultados do presente estudo demonstram que
apos mais de um século do primeiro relato da formacgéo de o6sporos de P.
viticola, pode-se confirmar que as condi¢des climaticas da mesorregido
serrana de Santa Catarina sdo favoraveis para o desenvolvimento da
estrutura de resisténcia do agente etioldgico do mildio da videira (P.
viticola).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a maior
formacéo de odsporos ocorreu no final do periodo vegetativo da videira,
0 que esta de acordo com os relatos realizados por Griinzel (1961). Além
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disso, de acordo com esse autor, o esporo sexual foi formado sob
diferentes temperatura e estes foram produzidos em condi¢fes de
periodos secos, quando a esporulacdo é impedida. Vale et al. (2004)
relatam que nas regides temperadas ou regiGes mais frias a inibicdo do
processo de esporulacdo é o resultado de baixas temperaturas que
prevalecem no periodo noturno, fortalecendo os resultados encontrados
no presente estudo. Adicionalmente, as estruturas de resisténcia dos
fungos sobrevivem melhor em condic¢des de baixas temperaturas e baixa
umidade relativa do ar.

As condices estudadas em laboratorio por Lehoczky (1956) sdo
raramente encontradas em um vinhedo a campo em condicGes naturais,
no entanto, este estudo também indica que a estrutura é formada sob
diferentes temperatura, e principalmente quando a esporulacdo €
impedida. Uma vez que a presenca de agua por tempo prolongado em
contato com o tecido vegetal pode diminuir a vitalidade das folhas e
também impedir que o patdgeno continue se desenvolvendo na fase
assexuada (esporulacdo/disseminacéo).

Além das condigBes climaticas favoraveis é necessario que
ambos os tipos de acasalamento (Al e A2) estejam presentes nos locais
para a formacdo dos o6sporos. Uma vez que, o P. viticola apresenta o
acasalamento do tipo heterotalico (WONG, BURR, WILXOC, 2001).
Desta forma, a formago dos odsporos nos dois locais sugere que na
mesorregido de Santa Catarina o patdgeno apresente os dois tipos de
acasalamento.

Levando em consideracdo os resultados, observa-se que a
temperatura ndo atua diretamente na formacao dos odsporos, e que esta,
atua sobre o processo de senescéncia das folhas, diminuindo assim a
disponibilidade de nutrientes e também no processo de esporulagdo do
patégeno na fase assexuada. Estudos indicam que nestas condicfes de
estresse, 0 mildio garante a sua sobrevivéncia via reproducdo sexuada.
Para confirmar estas hipoteses, novas pesquisas com o0s oosporos de P.
viticola precisam ser realizadas em Santa Catarina, abrangendo novas
regides de estudo, com menor altitude, e acompanhando o processo de
formag&o dos odsporos. Ensaios de laboratério também podem confirmar
a heterotalia do oomiceto.

5.1.3 Distribuic&o dos odsporos de P. viticola no tecido vegetal
As seccOes transversais demonstram que os tecidos foliares

apresentam as caracteristicas estruturais semelhantes entre si nos dois
locais de estudo, mesmo o material sendo coletado no final do ciclo da
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cultura e com a doenga do mildio (Figuras 8 e 9). Conforme Bassanezi et
al. (2001), os fungos biotrdficos apresentam mecanismos de penetracéo e
colonizacdo mais especializados e causam menores danos nos tecidos
foliares do que os fungos necrotéfricos. Yin et al. (2017), em seu estudo
observaram que o P. viticola na fase assexuada ndo promoveu a necrose
celular no tecido vegetal mesmo com altas taxas de infeccdo do patgeno.
Para confirmar se as estruturas observadas eram realmente 00sporos, 0s
resultados foram comparados com estudos que avaliaram a anatomia de
folhas da cv. ‘Cabernet Sauvignon’, onde foi possivel observar que as
estruturas do tecido foliar sdo semelhantes com os resultados obtidos no
presente estudo (MONTEIRO; TEIXEIRA; LOPES, 2013). Por serem
analises com o tecido vegetal sadio, observa-se que estas ndo apresentam
nenhuma estrutura semelhante ao o6sporo no mesofilo.

Foi observado que os o6sporos estdo localizados na parte central
do mesofilo (entre os parénquimas palicadico e esponjoso). O mesdfilo
das folhas é o tecido fotossintético mais ativo das plantas verdes,
contendo muitos cloroplastos e pigmentos fotossintéticos. As regides
mais compactadas do tecido (parénquima pali¢adico) ndo apresentam a
formacdo do odsporo. Esta limitacdo pode contribuir para a localizacao
central dos o6sporos no tecido foliar, uma vez que, para a formagéo da
estrutura sexual é necesséria a presenca de dois talos compativeis e a
maior quantidade de hifas esta localizada nos espacos intercelulares do
mesdfilo. De acordo com Unger et al. (2007), as células mais agrupadas
do tecido vegetal formam uma barreira estrutural natural, impedindo um
maior desenvolvimento do patégeno nesta regido do tecido do hospedeiro.

Os resultados obtidos também demonstram que ambos 0s corantes
utilizados contribuiram para a visualizagdo da estrutura sexual do P.
viticola no tecido do hospedeiro. Foi observado que o corante azul de
toluidina é mais eficiente quando o objetivo é avaliar a distribuicdo do
o6sporo no tecido vegetal. O corante Eosina Y, como recomendado por
Kortekamp (2005), destaca com maior precisdo a estrutura sexual do
patégeno em si. Quando combinados com outras analises, os corantes
podem contribuir para uma melhor compreensdo da estrutura de
resisténcia do patdgeno e possivelmente de outros oomicetos.

Estudos avaliando a distribui¢do dos o6sporos no tecido foliar séo
incipientes. Por outro lado, na literatura podem ser encontrados diferentes
estudos avaliando a formacéo e a distribuicdo das estruturas assexuadas
do P. viticola no tecido vegetal (DIEZ-NAVAJAS et al., 2007; LIU etal.,
2015; YIN et al., 2017). Como o agente causador do mildio da videira
realiza grande parte do seu ciclo de vida dentro da folha, as observagoes
histol6gicas do tecido sdo métodos simples e informativos que podem
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auxiliar na visualizacdo das interagdes entre a planta e o patdgeno.
Conforme Alfenas & Mafia (2007), as analises microscopicas sdo
essenciais para a visualizagdo das estruturas fangicas no interior do tecido
vegetal. Quando aliadas as técnicas histoldgicas, estas analises podem
contribuir com diferentes pesquisas. Como exemplo, a avaliacdo da
resisténcia da plantas a doencas e também em estudos que visam verificar
0 processo de infeccdo do fitopatdégeno no tecido do hospedeiro.

5.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os resultados descritos na microscopia eletronica de varredura
foram fundamentados em pesquisas realizadas com o6sporos de P.
viticola e de outros oomicetos. As estruturas visualizadas na Figura 10
também foram relatadas por Dick (1995) para outro comiceto. Segundo o
autor ocorre uma reorganizacao protoplasmatica durante o processo de
formacé&o do o6sporo. Essa reorganizacao envolve a redistribuicao de trés
tipos de reserva: a camada interna, o ooplasto e os glébulos lipidicos. A
camada interna do odsporo ¢ composta por -glucanos e é considerada a
camada mais importante da estrutura, pois ela é reabsorvida no processo
de germinacdo. O seu volume e espessura diminui gradativamente antes
gue o tubo germinativo seja formado. Outra importante estrutura é o
ooplasto, que também apresenta f-glucanos em sua composicao, mas tem
como principal funcdo o armazenamento de fosfato. Bartinicki-Garcia
(1968), também relata que os oomicetos de maneira geral, sdo
considerados microorganismos celulésicos, cujas paredes celulares
contém principalmente celulose com polimeros adicionais de B-1,3-
glucano. Por fim, a camada lipidica, que é considerada um suprimento
energético endogeno. Fox et al. (1983) avaliou a composicao lipidica do
oosporos de Achlya americana (oomiceto) e verificou que
aproximadamente 37% dos o6sporos sdo compostos por lipidios. Sendo
gue do total de lipidios, 88,7% sdo triglicerideos. Weete (1980), também
relata que dependendo do estagio de desenvolvimento, os lipidios podem
se acumular como gl6bulos. Além disso, estes sdo compostos
principalmente por triglicerideos.

Lippmann et al. (1973) também avaliou a composi¢do da parede
dos odsporos de Phytophthora megasperma var. Sojae. Segundo 0s
autores as paredes constituem 47% do volume total do o6sporo. Sendo
gue, os glucanos insolGveis compreendem quase 80% da parede, onde o
principal componente sdo os B-glucanos. Segundo os autores, nos
polimeros da parede s&o encontrados a glicose e pequenas quantidades de
manose e glucosamina. As proteinas também podem ser encontradas,
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compreendendo cerca de 12% e 0s aminoacidos mais abundantes foram a
arginina e a glicina.

Segundo Hemmes & Bartinicki- Garcia (1975), Beakes & Gay
(1978) e Dick (1995), a formacdo do odsporo tem inicio quando o
anteridio entra em contato com a parede do oogdnio. Apds o contato, 0s
nicleos do oogbnio migram para uma Unica regido (concentrados no
periplasma). O tubo fertilizador do anteridio rompe a camada do oogénio
e deposita o nucleo haploide, formando de imediato uma membrana que
delimita o periplasma da oosfera. Apos a formacdo da oosfera, a
composicdo do citoplasma modifica-se aparecendo vacuolos e corpos
lipidicos distribuidos de forma aleatéria e encontrados em grandes
guantidades. O processo final de formacéo dos odsporos termina com a
reorganizacao das substancias de reserva, onde os vacuolos gradualmente
se unem para formar o ooplasto. E de forma simultanea, ocorre a ligacéo
e formacdo da camada com glébulos lipidicos. A ontogenia do odsporo
ndo foi avaliada no presente estudo. No entanto, o “produto” que
caracteriza o fim do processo de formacdo do odsporo é facilmente
visualizado na Figura 10A.

Vercesi et al. (1999), identificaram a existéncia de trés tipos de
o6sporos de P. viticola. O tipo | é considerado imaturo, e é caracterizado
por uma fina parede interna, grandes glébulos lipidicos e dois nucleos. O
tipo Il é considerado maduro, apresenta um notavel aumento da espessura
da parede interna, fuséo dos nlcleos, quebra de grandes glébulos lipidicos
em glébulos menores. Dick (1995), também relata que os o6sporos
maduros contém um Unico ooplasto e poucas camadas de glébulos
lipidicos. Por fim, o odsporo do tipo Il apresentam os glébulos lipidicos
muito grandes, onde estes ocupam praticamente toda a regido do
citoplasma. Segundo os autores nesta Ultima classificagdo, o odsporo
também apresenta a camada interna muito espessa e bastante homogénea.
Estes sdo considerados anormais e dificilmente viaveis (BEAKES et al.,
1986). Estas informagBes sugerem que 0s oo6sporos de Curitibanos
mensurados anteriormente no microscopio de luz de campo claro podem
ser classificados como do tipo Il. E os odsporos encontrados no municipio
de S&o Joaquim podem ser classificados como do tipo I. Possivelmente
estes o6sporos sdo ainda imaturos e devido a isso apresentam um menor
didmetro (Figura 7). Vercesi et al. (1999) relata que em seu estudo os
o06sporos do tipo | foram os mais frequentemente encontrados.

Estudos avaliando odsporos de P. viticola na microscopia
eletrénica de varredura séo dificilmente encontrados na literatura. No
entanto, um estudo neste ambito foi realizado por Korterkamp, Wind,
Zyprian (1998). Segundo os autores o 06sporo apresenta o didmetro de
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seis a 0ito um e uma parede externa ornamentada. Essas informagdes néo
corroboram com os resultados obtidos no presente estudo. Principalmente
em relacdo ao diametro da estrutura, sendo este valor extremamente
inferior as medidas ja conhecidas para o odsporo. Diante disso, este
trabalho pode ser considerado o primeiro a descrever e confirmar medidas
ja conhecidas de odsporos de P. viticola através da microscopia eletronica
de varredura.

Durante o processo metodologico nos deparamos com a
dificuldade em localizar a estrutura sexuada. Isto ocorreu por causa da sua
localizagdo, uma vez que o oo6sporo é formado dentro do tecido do
hospedeiro. Beakes et al. (1986) também relata dificuldades em visualizar
0s odsporos de Phytophthora no microscopio eletrénico. O procedimento
de criofratura foi realizado com o intuito de fragmentar o tecido vegetal e
facilitar a visualizacdo da estrutura sexual do patdgeno, e este cumpriu
com 0 seu objetivo. No entanto, devido a rapidez do processo de
congelamento e descongelamento grande parte dos odsporos
encontraram-se colapsados (Figura 10C). Beakes et al. (1986) verificou
problemas semelhantes em seu protocolo, onde encontrou diversos
o6sporos com conteldo bastante achatados e auséncia do ooplasto na
regido central.

De maneira geral, a estrutura observada apresentou as principais
caracteristicas morfologicas do odsporo de P. viticola e de outros
oomicetos, sendo levado em consideragdo os fatores: tamanho, formato,
localizag8o no tecido e as paredes estruturais do o6sporo. Diante disso, 0
resultado desta analise confirma que a estrutura avaliada nesta e nas
diferentes metodologias, sdo seguramente odsporos de P. viticola.

5.2 VIABILIDADE E GERMINACAO DOS OOSPOROS DE P. viticola

Nos dois locais estudados, os 06sporos que apresentaram a
coloragdo vermelho intensa ou intermediaria foram considerados viaveis.
Lakon (1949) relata que a classe de coloracdo intermediaria deve ser
considerada vidvel, uma vez que a mudanca de cor implica ao organismo
condices vitais. De maneira geral, o teste de tetrazdlio esta relacionado
com a atividade das desidrogenases, onde catalisam as reagdes
respiratorias nas mitocondrias, durante a glicdlise e o ciclo de Krebs.
Estas enzimas reduzem o sal de tetrazélio (2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazdlio ou TCT) nos tecidos vivos. Quando o TCT é reduzido, forma-
se um composto vermelho conhecido como ftrifenilformazan. Esta
modificagdo indica que h& atividade respiratoria nas mitocondrias e
consequentemente viabilidade celular (FRANGCA NETO et al., 1998).
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Portanto, tecidos ndo viaveis ndo reagem e consequentemente nao
apresentam mudanca em sua coloracao.

Como as amostras foram retiradas do campo no inicio de cada
més, levamos em consideracao os dados das temperaturas médias do més
precedente a retirada da amostra. Quando comparados os locais, se
observa que no més de setembro o percentual de viabilidade dos odsporos
foi de 81% em Curitibanos e 69% em Sdo Joaquim. As temperaturas
médias durante o més de agosto foram de 10,5°C e 10°C, respectivamente.
No més de outubro, o percentual em Curitibanos foi de 79% e 67% em
Séo Joaquim. Em setembro as temperaturas médias foram de 14,7°C em
Curitibanos e 12,8°C em Sao Joaquim. No més de novembro, o percentual
de viabilidade dos odsporos foi de 73% em Curitibanos e 76% em Sao
Joaquim. As temperaturas médias no més de outubro para os locais foram
de 16,5°C e 13,1°C, respectivamente.

Os resultados demonstram que ndo houve diferenca significativa
na viabilidade dos odsporos entre os diferentes meses para os diferentes
locais. No entanto, os odsporos vidveis apresentaram diferenca
significativa quando comparados com odsporos invidveis (Tabela 1).
Ronzon-Tran & Sung (1990) avaliaram por trés anos a germinacdo dos
oo6sporos de P. viticola em um vinhedo localizado em Bordeaux na
Franca. Seus resultados demonstraram que no primeiro ano a germinagao
dos o6sporos ocorreu no final de margo, no segundo ano ocorreu no inicio
de maio e no Ultimo ano a germinagdo ocorreu novamente em margo. Isto
demonstra que h4 uma variagdo muito grande no processo de germinagéo
dos odsporos nas condigdes climéticas naturais, podendo oscilar a cada
ano para o mesmo local.

Em termos gerais, 0 municipio de Curitibanos apresenta as
temperaturas médias maiores em relagdo ao municipio de S&o Joaquim
(EMBRAPA, 2012). O mesmo foi observado em nossos resultados
(Figuras 11 e 12). Durante o periodo em que as amostras ficaram no
campo (de abril a agosto), as temperaturas médias foram de 17,3°C a 10°C
em Curitibanos e entre 15,2°C a 10°C em S&o Joaquim. Temperaturas
diarias abaixo de 0 °C foram observados apenas em alguns dias durante o
inverno. Nos meses de junho, julho e agosto, 0 municipio de Curitibanos
apresentou as temperaturas médias minimas mais baixas em comparacéo
com o municipio de Sdo Joaquim, nos quais, no més de junho as
temperaturas média foi de 5,5°C em Curitibanos e 6,0°C em S&o Joaquim.
Uma diferenca de 2°C foi observada no més de julho, onde em
Curitibanos a temperatura média minima foi de 5,5°C e 7,4°C em S&o
Joaquim. O més de agosto apresentou as menores temperaturas médias,
sendo de 4,6°C em Curitibanos e 5,5°C em Sdo Joaquim. Rouzet &
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Jacquin (2003) relatam que para que ocorra o0 processo de germinacgéo, 0s
00sporos precisam atingir a sua maturidade completa. Carisse (2016)
também relata que a temperatura € um dos fatores que mais influenciam
a germinacdo e também a ocorréncia das infec¢des primarias.

Conforme relatado por Vercesi et al. (1999), a maturacdo dos
o06sporos ocorre em duas fases distintas, primeiro os 06sporos se tornam
maduros morfologicamente e entdo amadurecem fisiologicamente.
Rouzet & Jacquin (2003) afirmam que as baixas temperaturas no periodo
do inverno contribuem significativamente com a maturacédo dos 04sporos
de P. viticola. Além disso, os autores relatam que para quebrar a
dorméncia dos odsporos € necessario um acUmulo de 160° dias
(temperatura base de 8°C). Para entender melhor os nossos resultados,
avaliamos o acimulo de graus dias para os diferentes locais, levando em
consideragdo a temperatura base de 8°C (ARNOLD, 1960). Verificamos
gue a soma total de graus dias (° dias) para o periodo experimental (més
de abril até 0 més de novembro) foi de 1510,2° dias no municipio de
Curitibanos e 1115,8° dias no municipio de Sdo Joaquim. Observamos
também que do més de abril (periodo de formagéo dos odsporos) até o
més de setembro (inicio da primavera), 0 municipio de Curitibanos
apresentou um acumulo de 764,4°dias, e 0 municipio de Sdo Joaquim
durante 0 mesmo periodo apresentou um acUmulo de 580,9° dias.
Portanto, estes valores sao superiores aos valores (° dias) necessarios para
a maturacdo dos odsporos. Sendo assim, podemos considerar que na
mesorregido serrana de Santa Catarina, os odsporos de P. viticola
apresentam um dos fatores essenciais para a quebra da sua dorméncia e
posterior germinacdo. Estes resultados também demonstram que o
actmulo de graus dias no municipio de Curitibanos foi superior no ano
de 2018, em comparagdo com o do municipio de Sdo Joaquim (diferenca
de 183,5° dias), este fato ocorreu por que as temperaturas médias em S&o
Joaquim foram menores em relagdo ao municipio de Curitibanos.

Outra varidvel climatica avaliada foi o volume de chuvas. Os
resultados para ambos os locais demonstram gque o volume de chuvas foi
superior a 100-120 mm/més desde o més de agosto até o final do
experimento (Figuras 11 e 12). Vercesi et al. (2010) afirmam que a
relacdo entre as variaveis climéticas e a dindmica de germinagao precisam
ser melhor investigadas. Seus resultados demonstram que a
disponibilidade de agua afeta a germinacdo dos odsporos, tanto em
condi¢bBes controladas como em condigBes naturais. Os autores
verificaram que quando os oosporos foram mantidos em baixas
temperaturas e em contato com o substrato totalmente seco, o percentual
de germinacéo foi muito baixo e que quando os o6sporos foram mantidos
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a 5°C, tanto com a disponibilidade de agua alternada como &gua
constante, as taxas de germinacdo foram maiores e por um periodo mais
longo. Rossi et al. (2008) e Caffi et al. (2009) também relatam que uma
vez quebrada a dorméncia, a germinacéo é influenciada pela temperatura,
chuva e a umidade.

Os o6sporos incolores avaliados (inviaveis), em sua maioria
apresentaram na regido central grandes glébulos em sua morfologia. O
mesmo foi observado por Beakes et al. (1986) e Dick (1995). Segundo os
autores 0s 00sporos anormais e inviaveis apresentam os globulos lipidicos
muito grandes, ocupando praticamente toda a regido do citoplasma. Além
disso, estes apresentam a camada interna muito espessa (Figura 14).
Beakes et al. (1986) também relatam em outro estudo que 0s 04sporos
anormais encontrados nas suspensdes controle e nas suspensdes coradas
com tetrazolio foram caracterizados pelos seus grandes globulos
lipidicos.

Os resultados demonstram que para os dois locais estudados e
durante os diferentes meses, o percentual de odsporos vidveis se
diferenciou do percentual de odsporos inviaveis. Isto sugere que nas
condicbes naturais a viabilidade dos o6sporos encontrados na
mesorregido serrana de Santa Catarina se mantenha ao longo do tempo e
em diferentes proporg¢des. Segundo Kennelly et al. (2007) e Gobbin et al.
(2006) os esporos sexuais constituem a maior fonte de indculo durante
todo o ciclo vegetativo da videira. Rossi et al. (2008) também reforcam
0s resultados, onde relatam que a germinacéo dos odsporos acontece de
forma intermitente, podendo ocorrer apenas no ano seguinte apods a sua
formacéo e que estes ndo germinam ao mesmo tempo.

No presente estudo tanto para o municipio de Curitibanos, quanto
para 0 municipio de S&o Joaquim néo se obtiveram resultados positivos
nas avaliagcGes de germinacdo dos odsporos de P. viticola (Figura 15).
Nenhuma mudanga morfoldgica visual foi observada nos 00sporos
amostrados durante o periodo experimental. Carisse (2016) relata que na
primavera, a germinacao dos o6sporos maduros é favorecida pela ruptura
de sua parede. Dick (1995) também relata que no processo germinativo a
parede interna € mobilizada rapidamente. O volume e, portanto, a
espessura diminui acentuadamente antes de qualquer tubo germinativo ser
formado e o ooplasto durante este processo também desaparece.

Segundo Ronzon-Tran et al. (1988), os periodo completo dos
oo6sporos podem ser divididos em trés fases. A primeira fase (fase da
formacéo), é quando os odsporos ndo sdo capazes de germinar e estio
imaturos. Na segunda fase (fase da maturacéo), a proporcéo de 06sporos
maduros aumenta consideravelmente, esta fase difere de ano para ano. Na
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terceira fase (fase de pds-maturacdo ou germinacgdo), 0s 00OSPOros
maduros formam os macroesporangios se as condi¢des climaticas forem
favoraveis. Toffolatti et al. (2007) avaliaram o0s percentuais de
germinacdo dos o6sporos em agar-agua a 20°C em amostras invernadas
de novembro até julho. O autor relata que a formacdo de
macroesporangios ocorreu de novembro até o final de maio. Para Rouzet
& Jacquin (2003), a germinagdo dos odsporos comeca quando a
temperatura atinge em média 12°C e o solo esta imido. Park et al. (1997)
também relata que a germinagdo dos ooOsporos é favorecida por
temperatura acima de 11°C e 0 mesmo ¢é inibido quando as temperaturas
estdo acima de 30°C. Gobbin et al. (2005), demonstram em seu estudo
gue no Canada, o periodo favoravel para a germinagéo dos odsporos é de
maio a junho e que a germinacao de odsporos pode ocorrer durante um
periodo de 2 a 3 meses. Avaliando os dados climaticos do periodo
experimental, podemos considerar que a mesorregido serrana de Santa
Catarina apresenta nas condi¢des naturais de temperatura e umidade para
0 processo de germinagdo dos o6sporos de P. viticola.

No ano de 2018, no municipio de Curitibanos os primeiros
sintomas do mildio da videira ao campo foram observados em uma
cultivar suscetivel, na primeira quinzena de novembro (periodo de
inflorescéncia da videira). Sendo assim, o periodo que antecedeu o inicio
do sintoma contribuiu para o processo de germinacdo dos odsporos e
consequentemente forneceu condi¢Bes para o inicio das primeiras
infecces do patdgeno na fase assexuada a campo. De acordo com
Carisse (2016) os primeiros sintomas da infecgdo do mildio também
apareceram no periodo das inflorescéncias.

Verificamos em nossos resultados que os dois locais
apresentaram os fatores essenciais para o processo germinativo, sendo a
presenca de odsporos vidveis, o acimulo de graus dias necessarios para a
maturacdo completa dos odsporos, chuvas bem distribuidas durante o
periodo experimental e temperaturas médias superiores a 11-12°C. A
principal justificativa para a ndo germinacdo dos o0sporos esta
relacionada a uma variavel nao identificada. Vercesi et al. (2010) relatam
que os fatores exdgenos (temperatura e chuva) ndo explicam totalmente
as variagOes observadas nas taxas de germinagéo. Mas exercem influéncia
junto a fatores enddgenos que também podem ser responsaveis por
oscilagfes na capacidade dos o6sporos em germinar. No entanto, como a
etapa de germinacdo foi realizada sob condicGes de laboratério,
sugerimos que o protocolo utilizado deva ser reajustado. Caso tenham
ocorrido problemas metodoldgicos, possivelmente nas condigdes naturais
do vinhedo os odsporos se comportem de outra forma. Para responder
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melhor estas questfes, sugere-se que estudos que avaliem a diversidade
genética do patégeno a campo devam ser realizados para determinar se ha
a contribuicdo de zodsporos provenientes de esporos sexuais no processo
de infecgéo.

5.3 IMPLICACOES DA FORMACAO DOS OOSPOROS

Segundo Vercesi et al. (2010), a germinacdo dos 006sporos
desempenha um papel fundamental nas epidemias de mildio. Durante
anos, a literatura relatava que a doenca do mildio da videira era iniciada
por apenas algumas infeccBes primarias ocorrendo em um curto periodo,
e que o progresso da doenca era ocasionado por infeccbes secundarias
(GESSLER; PERTOT; PERAZZOLLI, 2011). No entanto, estudos
realizados em diferentes paises da Europa demonstraram que 0S esporos
sexuais sdo a maior fonte de indculo durante todo o ciclo vegetativo da
videira (GOBBIN et al., 2006).

Além disso, a resisténcia de uma cultivar depende do gendtipo
presente na planta como do patégeno, sendo estes afetados pelas
condicdes climaticas do ambiente. Delbac (2017), avaliou na Fran¢a a
durabilidade da resisténcia da videira ao mildio. Os resultados
evidenciaram ha formacdo de odsporos vidveis e férteis nos gendtipos
parcialmente resistentes a doenga (Rpvl, Rpv3 e Rpvl / Rpv3). Isso
demonstra que o P. viticola é capaz de completar seu ciclo de vida
(assexual e sexual) em videiras parcialmente resistentes. Tornando-se
uma problematica para os programas de melhoramento genético.

Carisse (2016) relata que se o nimero de folhas infectadas no
outono for superior a 5%, uma quantidade maior de in6culo primario
(odsporos) estara presente na primavera seguinte. Conforme Rossi et al.
(2008), dependendo da suscetibilidade da cultivar e da severidade do
mildio, até 50.000 odsporos podem ser produzidos por m? no vinhedo.
Sob condicBes favordveis até 50 zodsporos/odsporos podem ser
produzidos e disseminados em novos brotos localizados préximos ao solo
(ROSSI & CAFFI, 2012). A formacdo de o6sporos pode contribuir para
0 aumento da variabilidade genética do patdgeno e pode explicar o rapido
avanco da doenga nos vinhedos (GOBBIN et al., 2006). A alta
variabilidade genética em uma pequena escala espacial sugere que a
reproducgdo sexuada ocorra e consequentemente proporciona ao patdgeno
uma rapida evolucdo e adaptacdo em diferentes ambientes (ANJOS,
2013). Diante disso, quanto maior a diversidade da populacdo do
patégeno, maiores sdo as chances do mesmo quebrar a resisténcia
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genética do hospedeiro ou desenvolver resisténcia aos fungicidas
aplicados para o seu controle (MCDONALD; LINDE, 2002).
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6 CONCLUSOES

O presente estudo foi de grande relevancia, pois € o primeiro
estudo cientifico a confirmar a formagao de o6sporos de P. viticola no
Brasil.

Os 06sporos, que sdo a estrutura reprodutiva do P. viticola, foram
identificados na cv. ‘Cabernet Sauvignon’, suscetivel a doenga, na
mesorregido Serrana de Santa Catarina.

A andlise histologica permitiu identificar a distribuicdo dos
006sporos no tecido vegetal.

Através da microscopia eletrénica de varredura, foi possivel
identificar as principais caracteristicas externas do oo0sporos de P.
viticola. Além disso, através desta analise foi possivel confirmar de forma
segura que as estruturas avaliadas no presente estudo sdo odsporos de P.
viticola.

N&o houve diferenca significativa na viabilidade dos odsporos
entre os diferentes meses para os diferentes locais. No entanto, os
oosporos  vidveis apresentaram diferenca significativa quando
comparados com 04sporos inviaveis.

Para os dois locais estudados, o processo de germinacdo dos
oo6sporos de P. viticola e a formagdo do macroesporangio ndo foram
observados. Sendo assim, a metodologia utilizada precisa ser revista e 0s
testes de germinacao repetidos para confirmar os resultados.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo comprovou a formacdo de odsporos de P.
viticola na mesorregido serrana de Santa Catarina. A identificagdo dos
0dsporos sugere gque nos dois locais estudados ocorra tanto a fase sexuada
guanto assexuada do patégeno. A reproducdo sexuada contribui como
fonte de esporos sexuais (zodsporos) durante os ciclos primarios de
infeccdo. Uma vez que, estes sdo formados através da reproducéo sexuada
do patdgeno, que envolve o evento da meiose, fazendo-se necessario a
unido de hifas gaméticas compativeis. O evento contribui para a
maximizacdo da diversidade genética do oomiceto via recombinacdes
genéticas. Caso este fato seja confirmado, sdo maiores as chances do
patégeno quebrar a resisténcia conferida por genes de resisténcia, bem
como, desenvolver mecanismos de resisténcia aos fungicidas aplicados
para 0 seu controle. Este fato € agravado, visto que, conforme observado
nos resultados, as taxas de viabilidade séo altas e segundo pesquisadores
a germinacgdo dos oo6sporos ocorre de forma intermitente, ou seja, séo
gerados novos esporos sexuados ao longo de todo o ciclo da cultura da
videira.

No presente estudo, o vinhedo comercial (Curitibanos) foi
submetido ao controle quimico. No entanto, o vinhedo experimental (Sdo
Joaquim) nédo apresentou nenhuma medida de controle quimica. Como
podemos observar em nossos resultados, nas duas situacdes 0s 06sporos
de P. viticola foram formados. Além disso, os o6sporos também foram
encontrados em discos foliares da cv. ‘Merlot’ para o municipio de
Curitibanos. Isto demonstra que outras cultivares V. viniferas produzidas
na mesorregido serrana de Santa Catarina provavelmente apresentam a
estrutura de resisténcia do patdgeno.

Como relatado por Gobbin et al. (2006) na Europa foram
encontrados altos niveis de diversidade genética dentro e entre
as populagGes de P. viticola. No Brasil, Camargo (2017) relata que nos
locais estudados as epidemias sdo decorrentes da reprodugdo assexuada
do patégeno, e que as infeccBes clonais maltiplas sdo ocasionadas por um
ou poucos gendtipos. Apesar da importancia econdémica da doenca, sao
incipientes as informacdes da estrutura genética da populacéo (P. viticola)
em Santa Catarina. Desta forma, recomendamos que estudos deste &mbito
sejam realizados.

Os resultados apresentados neste estudo fornecem uma base sélida
para avancar com estudos mais aprofundados sobre a biologia reprodutiva
do agente causal do mildio da videira no Brasil. Programas de
melhoramento genético da videira, métodos de manejo da doenca e
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modelos de previsdo da doenca precisam a partir de agora mudar o
paradigma no controle da doenga no Brasil, e levar em consideragéo a
reproducdo sexuada do pseudofungo P. viticola, sob pena de terem sua
efetividade comprometida caso ndo o fagam.
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