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Resumo
O melhoramento genético da videira com énfase na resisténcia a doengas ¢ uma das
principais estratégias na promog¢ao da sustentabilidade na vitivinicultura mundial.
Contudo, patdégenos biotroficos com sistema misto de reproducao e heterotalismo, como
o Plasmopara viticola, agente causal do mildio da videira, apresentam alto potencial
evolutivo que confere alta capacidade de superagdo de genes de resisténcia. Dessa
forma, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a adaptacdo de populagdes e
subpopulagdes de Plasmopara viticola a diferentes alelos de resisténcia, como indicador
de durabilidade de resisténcia conferida por estes alelos, no estado de Santa Catarina.
Para isso foram realizadas amostragens de conjuntos de isolados de P. viticola das
populagdes do patdgeno nos municipios de Curitibanos no ano de 2021 e Urussanga nos
anos de 2020 e 2021, bem como de quatro subpopulagdes coletadas de hospedeiros
especificos no municipio de Urussanga no ano de 2021 (Subpopulagio 1: hospedeiros
contendo apenas Rpv3; Subpopulagdo 2: hospedeiros contendo apenas Rpvi0;
Subpopulagdo 3: hospedeiros contendo Rpv3+10; Subpopulagdo 4: hospedeiro
contendo RpvI+3). A partir das amostragens foram elaboradas suspensdes de
esporangio utilizadas na inocula¢do cruzada em discos foliares da cultivar suscetivel
Cabernet Sauvignon e um painel de dez cultivares/genotipos contendo diferentes alelos
de resisténcia (Rpv3.1, Rpv3.1+3.2, Rpv3.1+3.3, Rpvi+3.1 RpvIi0O, Rpvi0+3.3,
Rpvi10+3.1+3.3, Rpvi2 e Rpvi2+3.1). Aos seis dias apds a inoculagdo cruzada foi
avaliado a severidade da doenga, nivel de resisténcia (descritor OIV 452-1) e incidéncia
de esporulagdes; aos sete dias apds a inoculacdo foi mensurado a producdo de
esporangios. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de normalidade e variancia,
seguido dos testes de Freedman e Dunn’s Tukey. O alelo RpvI2 ¢ a fonte de resisténcia
de maior efeito quando inoculado com as populagdes e subpopulagdes de mildio
coletadas no estado de Santa Catarina, limitando completamente a esporulagdo do
patdogeno. O RpvI(0 também se mostrou altamente eficiente, ndo permitindo a detecgao
de efeito aditivo da piramidacdo com o alelo Rpv3. Foi identificado ainda um processo
de erosdao do mecanismo de resisténcia genética do alelo Rpv3, particularmente os
haplétipos Rpv3.1 e Rpv3.3, uma vez que as cultivares Felicia e Regent, de maneira
geral, apresentaram esporulacao tdo densa quanto a Cabernet Sauvignon. Por outro lado,
RpvI+3 conferiu elevado nivel de resisténcia, embora foram identificados isolados que
esporularam em hospedeiros contendo os dois alelos piramidados no estado de Santa
Catarina. O presente estudo fornece informagdes quanto ao nivel de resisténcia dos
principais genes Rpv no estado de Santa Catarina, bem como, o indicativo da presenca
de isolados de P. viticola com potencial superacdo do efeito do alelo Rpv3. Este
conhecimento ¢ fundamental para a definicdo de estratégias que promovam a

durabilidade conferida por estes alelos de resisténcia.

Palavras-chave: Resisténcia a doencas. Melhoramento genético. PIWI. Durabilidade.



Abstract

The grapevine breeding for disease resistance is one of the main strategies to
promote the viticulture sustainability worldwide. However, biotrophic pathogens with a
mixed reproduction systems and heterotalism, such as Plasmopara viticola, the causal
agent of grapevine downy mildew, have a high evolutionary potential that confers a
high capacity to overcome resistance mechanism conferred by R-genes. Thus, the main
objective of this work was to evaluate the adaptation of populations and subpopulations
of Plasmopara viticola to different resistance alleles, as an indicator of resistance
durability in Santa Catarina state. For this purpose, a set of P. viticola isolates from
populations of the pathogen were collected in Curitibanos in the year 2021 and
Urussanga in the years 2020 and 2021, as well as four subpopulations collected from
specific hosts in Urussanga in the year of 2021 (Subpopulation 1: hosts containing only
Rpv3; Subpopulation 2: hosts containing only RpvI0; Subpopulation 3: hosts containing
Rpv3+10; Subpopulation 4: host containing Rpvi+3). From these sets of isolates,
suspensions of sporangia were prepared and used in cross inoculations of leaf discs of
the susceptible cultivar Cabernet Sauvignon and a panel of ten cultivars/genotypes
containing different resistance alleles (Rpv3.1, Rpv3.1+3.2, Rpv3.1+3.3, Rpvi+3.1
Rpvi0, Rpv10+3.3, RpvI0+3.1+3.3, Rpvi2 and Rpvi2+3.1). At six days after cross-
inoculation, disease severity, resistance level (OIV 452-1 descriptor) and incidence were
evaluated; at seven days after inoculation, sporangia production was measured. The data
obtained were subjected to analysis of normality and variance, followed by the
Freedman, Dunn's and Tukey tests. The RpvI2 allele is the most effective source of
resistance when inoculated with the populations and subpopulations of downy mildew
collected in the state of Santa Catarina, having completely limited the sporulation of the
pathogen. RpvI0 was also highly efficient, not allowing the detection of the additive
effect of pyramidation with the Rpv3 allele. A process of genetic resistance erosion of
the Rpv3 allele was identified, particularly the Rpv3./ and Rpv3.3 haplotypes, since the
cultivars Felicia and Regent presented sporulation density as Cabernet Sauvignon. On
the other hand, RpvI+3 showed a high level of resistance, although isolates with
potential risk to the durability of resistance of pyramided RpvI and Rpv3.1 genes were
identified in Santa Catarina state. The present study provides information regarding the
level of resistance of the main Rpv genes in Santa Catarina state, also an indication of
the presence of P. viticola isolates with potential to overcome the Rpv3 allele. This
knowledge is fundamental for the definition of strategies that promote the resistance
durability conferred by these alleles.

Key-words: Disease resistance. Plant breeding. PIWI. Durability.
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1. INTRODUCAO

A videira ¢ uma das principais frutiferas cultivadas pela humanidade. A
influéncia e importancia socioecondmica e cultural da viticultura sdo imensuraveis, uma
vez que, indicios historicos sugerem que a videira foi uma das primeiras frutas
cultivadas pelo homem (Pefia-Chocarro et al., 2017). Analises quimicas realizadas em
artefatos arqueologicos evidenciam que, o cultivo da uva e a producao de vinho datam
de ao menos seis mil anos antes de Cristo (Mcgovern et al., 2017).

A producao mundial de uvas foi responsavel pela movimentagao econdmica de
cerca de U$ 66 bilhdes de dolares no ano de 2019 (Faostat, 2021). Sdo produzidos mais
de 77 milhdes de toneladas de uvas por ano, sendo plantadas em uma area superior a 6,9
milhdes de hectares em todo o mundo. O Brasil é um importante produtor desta fruta,
sendo produzidos anualmente cerca de 1,5 milhdes de toneladas de uva, em uma area
plantada de vinhedos superior a 74 mil ha (Faostat, 2021).

A demanda por sistemas produtivos sustentaveis e produtos saudaveis, ¢ um dos
principais desafios da viticultura e da agricultura como um todo. As variedades de
videira mais cultivadas em todo o mundo pertencem a espécie Vitis vinifera, e t€m como
principal desafio ao cultivo, a alta suscetibilidade a patdgenos (Topfer et al., 2011). O
mildio da videira, causado pelo oomiceto Plasmopara viticola (Berk. et Curt.) Berl. and
de Toni, de origem norte-americana, ¢ mundialmente um dos principais patogenos da
videira, incluindo o Brasil (Gesseler et al., 2011).

O P. viticola ao infectar o hospedeiro, gera perdas de area fotossinteticamente
ativa, podendo evoluir para quadros de perda total de folhas, ramos e frutos (Amorim et
al.,, 2011). A aplicacdo curativa e preventiva de fungicidas ¢ uma pratica historica
utilizada no manejo do mildio da videira, fato que tem tornado a producdo de uvas
viniferas altamente dependente de produtos quimicos (Gesseler et al., 2011).

Uma série de praticas culturais foram desenvolvidas e aperfeigoadas com o
intuito de reduzir o uso de produtos toxicos ao homem e ao meio ambiente, tais como,
técnicas de integracdo bidtica em cultivos dindmicos e o uso de mecanismos naturais de
defesa da videira contra patogenos (Pertot, et al., 2017). O uso de cultivares de videira
resistentes a doengas, denominadas PIWI (do Alemao: Pilzwiderstandsfihige,
“resistente a doencas flungicas”) tem sido eficaz no manejo do mildio da videira,
permitindo a redugdo no uso de fungicidas e, consequentemente, reduzindo os custos de
producdo e minimizando o impacto ambiental e os riscos a sade humana e (Viret et al.,

2019; Zanghelini et al., 2019).
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Até o momento foram identificados 31 locos génicos contendo alelos associados
a resisténcia da videira ao P. viticola (Maul et al., 2022). Estes foram nomeados como
Rpv (resistance to Plasmopara viticola), seguido de um ntimero. No presente estudo,
utilizaremos a terminologia Rpv, com a letra “R” em maiusculo, para indicar o alelo
do(s) gene(s) de cada loco Rpv (alelo Rpv) associado a resisténcia. Dentre os alelos Rpv
mais utilizados em programas de melhoramento da videira, se destacam Rpv/ e Rpv3
(haplétipos Rpv3.1, Rpv3.2 e Rpv3.3), de origem americana, ¢ RpvI(0 e Rpvi2, de
origem asiatica (Heyman et al., 2021). Estes alelos de resisténcia, quando isolados,
conferem resisténcia parcial ao patdogeno, porém, quando combinados (piramidados)
apresentam efeito aditivo, incrementando a resposta de resisténcia (Eibach et al., 2007,
Schwander et al., 2011; Venuti et al., 2013; Merdinoglu et al., 2018; Sanchez-Mora, et
al., 2017).

Estudos realizados na Europa demonstraram que genotipos com resisténcia
parcial conferida por somente um alelo Rpv, tém apresentado perdas de eficiéncia na
resisténcia contra o mildio (Peressotti et al., 2010 e Delmotte et al., 2014).
Recentemente foi descrita a existéncia de um isolado com a habilidade de superar a
resisténcia conferida pelos alelos Rpv3.1 e Rpvi2 piramidados (Wingerter et al., 2021).
Patégenos com sistema misto de reprodugdo (sexuado e assexuado), associado a
fecundacao cruzada (heterotalismo), como ¢ o caso do mildio da videira, apresentam
elevado potencial evolutivo e, portanto, apresentam maior probabilidade de quebra de
resisténcia (McDonald e Linde, 2002).

Recentemente foi comprovada a existéncia da reproducao sexuada do P. viticola
no estado de Santa Catarina (Bitencourt et al., 2021). Também foi observada alta
diversidade genética do patégeno nesta mesma regido (Tomazetti, 2020) e no Rio
Grande do Sul (Santos et al., 2020). Avaliagdes feitas a campo identificaram
esporulagdes de mildio em cultivares PIWI e genotipos contendo diferentes alelos Rpv
isolados ou piramidados, em particularmente no final do ciclo de cultivo (Zanghelini et
al., 2019). Nestes mesmos genotipos foi comprovada a formagdo de oosporos
(Bitencourt et al., 2021). Sendo assim, levantamos a hipdtese de que ha alto risco de
perda da eficiéncia e da durabilidade da resisténcia conferida pelos alelos Rpv no estado
de Santa Catarina.

Para testar a hipotese Ho, de que hé isolados nas populagdes e sub-populagdes de
P. viticola em Santa Catarina adaptadas aos alelos Rpv, inoculagdes cruzadas foram

realizadas entre misturas de isolados de P. viticola coletados de dois locais de Santa
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Catarina (Urussanga e Curitibanos) e de hospedeiros contendo diferentes alelos Rpv,
com um painel de gendtipos selecionados por conter diferentes alelos Rpv. A pesquisa
foi executada na Universidade Federal de Santa Catarina, nos Centros de Ciéncia
Agrarias/ Florianopolis e Ciéncias Rurais/Curitibanos, em parceria com a Empresa de

Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa Catarina — EPAGRI.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 VIDEIRA

A videira pertence a familia Vitaceae, género Vitis e possui 79 espécies
distribuidas pela América do Norte, Europa ¢ Asia (The Plant List, 2013). Estudos
sugerem que o surgimento da familia Vitaceae se deu no periodo Paleoceno ha cerca de
60 milhdes de anos, onde atualmente se localiza a Groenlandia (Fortes; Pais, 2016).
Vitis vinifera € a principal espécie utilizada na vitivinicultura.

Embora haja davidas acerca da localizagao exata do centro de domesticacao da
videira (V. vinifera) na Eurasia, estudos sugerem a regido Transcaucasiana como
provavel sitio inicial (Myles et al., 2011). No entanto, também ¢ citada a regido sul da
Franga (Languedoc) como um local onde a domesticagdo se deu em paralelo (Terral et
al., 2009). A videira foi difundida por povos Fenicios, Gregos e Romanos (Topfer et al.,
2011), os quais selecionaram caracteristicas de formato e tamanho de baga, favorecendo
o processamento e consumo do fruto (This et al., 2006).

Por conta do sabor agradéavel de suas bagas, os frutos selvagens de videira eram
consumidos muito antes de sua domesticagdo (Zohary; Spiegel-Roy, 1975). A medida
que a humanidade se desenvolveu, o cultivo e a vinificagdo da uva se tornam
importantes, assumindo papel relevante na historia da humanidade (Topfer et al., 2011).
A fermentacdo e a elaboragdo de bebidas tiveram importante papel na formacao da
sociedade atual, uma vez que, o ser humano, no processo de evolu¢do da humanidade,
passou a utilizar a fermentacao em paralelo ao processo de domesticacao de plantas (Liu
et al., 2018).

A popularizagdo e a valoragdo da vitivinicultura no velho mundo foram
incentivadas pela associa¢do do vinho a rituais religiosos, que tinham a bebida como
sagrada, ndo somente no cristianismo, mas em diversos povos da antiguidade (This et
al., 2006; Topfer et al., 2011). Com isso, o cultivo da videira se alastrou inicialmente
por conta do processo de colonizacdo de novos territorios pelos povos europeus. Por
volta do século XVI, a videira V. vinifera foi introduzida no continente americano,
inicialmente por meio de sementes, e posteriormente via estacas (This et al., 2006),
semelhante ao ocorrido na Africa e na Austrélia séculos depois.

A vitivinicultura no Brasil € recente quando comparada a paises europeus, visto
que, o primeiro registro de introdu¢do da videira no pais se deu por volta do ano de
1532, trazida por Martim Alfonso de Sousa a capitania hereditaria de Sao Vicente.

Mantida como atividade agricola pouco relevante economicamente no periodo colonial,
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a videira foi usada principalmente no cultivo doméstico, uma vez que os esforcos se
concentravam principalmente na agricultura de subsisténcia, onde se produziam graos,
tubérculos e outros itens essenciais para a alimentagdo humana e animal (Sousa, 1956).

Devido as primeiras introdugdes de videira terem ocorrido principalmente nos
estados de Sdo Paulo e Pernambuco, o desenvolvimento de cultivos ndo se deu de forma
satisfatoria, principalmente por fatores ambientais, além de ndo ser um dos interesses
coloniais, uma vez que a mineragdo era a atividade central, principalmente no centro-
oeste do pais (Dickenson, 1995). Somente no século XVIII, a partir da chegada de
imigrantes europeus e a realizacdo de expedicdes jesuiticas na regido sul, a viticultura e
a producao de vinho passou a representar uma importante atividade agricola no Brasil
(Dickenson, 1995).

A viticultura no sul do Brasil, impulsionada pela cultura trazida pelos imigrantes
europeus, se deu efetivamente a partir da introducao de cultivares hibridas americanas
(Vitis labrusca e Vitis rupestris) no século XIX, sendo Isabel a primeira cultivar
plantada, seguida de outros materiais como Herbemont, Seibel 2, Nidgara Branca,
Niagara Rosada, Bordd, Concord e Jacquez (Camargo et al., 2011). A utilizagdo de tais
materiais € explicada pelas condi¢des climaticas da regido, onde cultivares americanas e
hibridas demonstrou menor suscetibilidade a doengas fingicas como o mildio e o oidio
e, portanto, maior adaptacao.

Entretanto, tais cultivares ndo foram capazes de proporcionar produtos de
qualidade enoldgica semelhante a castas viniferas. Dessa forma, materiais de origem
italiana foram introduzidas no Rio Grande do Sul na década de 1950, sendo substituidas
mais tarde por castas francesas, tais como Cabernet Sauvignon, Tannat, Sémillon e
Chardonnay (Camargo et al., 2011). Somente nas ultimas décadas do século XX que a
industria de vinhos finos se estabeleceu na regido Sul do Brasil, particularmente no Rio
Grande do Sul (Dickenson, 1995).

Atualmente o Brasil produz anualmente cerca de 1,5 milhdes de toneladas de
uva, em sua maioria por meio do cultivo de cultivares hibridas americanas, em uma area
plantada de aproximadamente 74 mil ha (Faostat, 2020), sendo 46,5% desta produgdo
processada em vinhos e sucos e 53,5% de uvas de mesa (Roca, 2019). O Brasil ¢ o 15°
maior produtor mundial de uvas e 0o 9° maior produtor de uvas de mesa do planeta, o
que demostra a importancia brasileira no cenario vitivinicola mundial (Roca, 2019).

Sao produzidos cerca de 310 milhdes de litros de vinhos e consumidos em torno

de 330 milhdes de litros anualmente no Brasil (Roca, 2019). Dentre os quase 260
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milhdes de litros de vinho produzidos no Rio Grande do Sul no ano de 2018, cerca de
220 milhoes foram elaborados a partir de uvas hibridas ou americanas, e cerca de 40
milhdes de litros a partir de uvas viniferas (Mello, 2019).

O Brasil ¢ um importante exportador de uva in natura, gerando a movimentagao
anual de cerca de 100 milhdes de dolares. No entanto, a importacdo, em especial de
vinhos finos, ¢ relativamente alta, chegando a quase 350 milhdes de dolares (Mello,
2019). Dessa forma, o consumo de vinho no Brasil, demostra a importancia do cultivo

da uva para o pais.

2.1.1 Melhoramento da videira para resisténcia a doengas

A selecdo e utilizagdo de gendtipos resistentes ao mildio e ao oidio foram
praticas inexistentes na domesticacdo e cultivo inicial da videira na Europa. A
inocorréncia de problemas sanitdrios restritivos, possibilitava o cultivo de variedades
autoctones na Europa. Por outro lado, imigrantes europeus fracassaram sucessivamente
na tentativa de produzir uvas viniferas na América do Norte, uma vez que as cultivares
europeias apresentavam alta suscetibilidade a patégenos e pragas autdctones deste
continente (D1 Gaspero et al., 2011, Topfer et al., 2011).

A primeira cultivar produzida com éxito na América do Norte foi a Alexander,
casta selecionada na espécie V. labrusca por volta do ano 1800 (Topfer et al., 2011).
Entretanto, devido a mé& qualidade do vinho gerado pela vinificagdo de cultivares
originadas de espécies nativas americanas, cruzamentos passaram a ser realizados entre
espécies americanas e cultivares viniferas, com o objetivo de associar a adaptacdo ao
ambiente e a resisténcia a doencas com a qualidade para vinificagdo. Na primeira
metade do século XIX foram desenvolvidos os primeiros hibridos interespecificos, tais
como Sage (1811), Cunningham (1812), Isabella (1816), Catawba (1819), Flowers
(1819), Ives, conhecida no Brasil como Bordo (1840), Nidgara (1868) e Concord (1869)
(Maul et al., 2022, Di Gaspero et al., 2011, Topfer et al., 2011).

Devido ao intercdmbio de materiais entre continentes do novo e do velho
mundo, ocorreu a introdugdo inadvertida dos principais patdgenos e pragas da videira na
Europa: o oidio (Erysiphe necator) em 1845; a filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) em
1863 e o mildio (P. viticola) em 1878 (Topfer et al.,, 2011). A introdug¢do destes
patdgenos e praga resultou no colapso da viticultura na Europa, visto que as principais
cultivares de V. vinifera se demonstraram altamente suscetiveis a estes agentes

patogénicos, € como resposta, novos programas de melhoramento genético foram
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estabelecidos para mitigar tais problemas por meio de cruzamentos interespecificos
(Alleweldt; Possingham, 1988).

O governo francés, frente ao desastre causado a viticultura europeia no final do
século XIX, promoveu a importacao de germoplasma de espécies de videira americano
e os cruzamentos interespecificos de cultivares V. vinifera com espécies selvagens norte
americanas (V. riparia, V. rupestris, V. lincecumii, V. aestivalis, V. cinerea, V.
berlandieri, V. labrusca) por viticultores e melhoristas privados (Alleweldt;
Possingham, 1988). Os melhores hibridos produzidos serviram como base tanto para o
melhoramento quanto para a produ¢ao de vinhos na Franga (Topfer et al., 2011). Estes
hibridos, conhecidos como hibridos franceses, foram amplamente utilizados em
programas de melhoramento em toda a Europa, em especial apds a segunda guerra
mundial (D1 Gaspero et al., 2011).

Os hibridos franceses foram amplamente cultivados na primeira metade do
século XX, caindo em desuso por conta do desenvolvimento da técnica da enxertia,
empregando cultivares interespecificas de porta-enxertos resistentes a filoxera, € com a
descoberta da acdo fungicida do cobre e do enxofre, que permitiram manejo quimico do
oidio e mildio, conforme mostra a Figura 1 (Topfer et al., 2011). Os primeiros porta-
enxertos testados foram obtidos das espécies V. riparia e V. rupestris, substituidos
posteriormente por hibridos interespecificos tolerantes a solos calcéarios (Ollat et al.,
2014). Os porta-enxertos mais populares sdo hibridos interespecificos obtidos
empregando as espécies V. berlandieri, V. cinerea, V. champini e V. vinifera (Alleweldt;
Possingham, 1988). Grande parte dos porta enxertos hoje conhecidos foram
desenvolvidos e popularizados entre o final do século XIX ao inicio do século XX,

(Ollat et al., 2014).
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Figura 1: Evolugao historica do melhoramento genético da videira voltado a resisténcia
a doengcas.
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(Fonte: adaptado de Topfer et al., 2011).

Por conta do advento das técnicas de cultivo acima descritas e da qualidade
enoldgica inferior dos hibridos franceses quando comparados a cultivares viniferas, os
hibridos franceses deixaram de ser cultivados como mostra a linha do tempo exposta na
Figura 1. Os hibridos franceses passaram a representar um produto de ma qualidade,
fato que levou a Franga a abandonar o melhoramento da videira para doengas,
diferentemente de outros paises, como a Alemanha e a Hungria, que seguiram
combinando caracteristicas de qualidade e resisténcia a doengas por meio de sucessivos
cruzamentos (Topfer et al., 2011).

Apesar de o cultivo de hibridos franceses e americanos ter sido banido na
Europa ocidental, estes recursos genéticos vegetais foram de grande valor, sendo
mantidos em Bancos de Germoplasma em institutos de pesquisa, servindo como fonte
de resisténcia explorados no desenvolvimento de novas cultivares resistentes a doengas
(Alleweldt, 1997). A persisténcia de melhoristas visionarios, particularmente alemaes e
hingaros, resultou no desenvolvimento de uma nova geragao de cultivares de videira
resistentes a doengas, com significativa melhora na qualidade do vinho, popularizadas
como cultivares PIWI, um acrénimo ao termo em alemao “Pilzwiederstandafihig”, que

significa resistente a doencas flungicas. Regent ¢ uma das cultivares PIWI mais
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populares, com area cultivada superior a 2 mil hectares somente na Alemanha (Topfer et
al., 2011).

A utilizacdo de técnicas de genética molecular em programas de melhoramento
genético da videira, a partir da década de 1990, tem possibilitado a localizagao de locos
génicos contendo alelos de resisténcia a doengas, principalmente ao mildio e oidio, € o
emprego da selecdo assistida por marcadores moleculares para acelerar o processo de
introgressdo e a piramidacdo de alelos de resisténcia (Merdinoglu et al., 2018). Vale
ressaltar ainda, que a piramidacao de mecanismos de defesa complementares garante
maior seguranc¢a no que se refere a durabilidade da resisténcia. O cultivo de cultivares
PIWI tem proporcionado reducdo no uso de fungicidas e praticas de manejo mais
sustentaveis, sendo amplamente empregadas em sistemas de cultivo alternativos

(Wingerter et al., 2021).

2.2 MILDIO DA VIDEIRA

2.2.1 Plasmopara viticola

O oomiceto Plasmopara viticola, agente causal do mildio da videira, pertence a
familia Peronosporaceae do reino Stramenopila, originalmente classificado como
fungos. Os oomicetos possuem esporos flagelados (zodsporos), fase vegetativa diploide
e possuem parede celular constituida por celulose, semelhante as algas, sendo uma
classe de patdogenos significativamente importante na agricultura (Fawke et al., 2015).
P. viticola é um patdgeno biotrofico obrigatdrio, ou seja, necessita obrigatoriamente de
um hospedeiro vivo para se desenvolver e completar o ciclo de infecg¢do (Gesseler et al.,
2011). Originario da América do Norte, o mildio da videira foi descrito pela primeira
vez no Brasil em 1891, no Instituto Agronomico de Campinas, com a introducdo de
videiras americanas no estado de Sao Paulo (Sousa, 1996).

O P. viticola apresenta a fase sexuada e assexuada, conforme descrita na Figura
2. A fase sexual do mildio, embora ocorra em uma larga faixa de temperaturas, se da
com maior frequéncia quando a esporulagdo assexuada ¢ impossibilitada, tais como, fim
de ciclo ou periodos de estiagem ou desidratacdo das folhas, gerando assim, estruturas
de resisténcia chamadas odsporos (Buonassisi et al., 2017 e Gesseler et al., 2011). Os
oosporos sao o resultado da fecundagdo da oogonia pelo anteridio, estruturas

heterotalicas advindas de dois individuos distintos (Wong et al., 2001). Os oo6sporos



24

podem permanecer maturando por longos periodos no solo, germinando de modo

intermitente ao longo do ciclo produtivo da videira (Gesseler et al., 2011).

Figura 2: Ciclo primario e secundario de infec¢do do P. viticola, agente causal do
mildio da videira.
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(Fonte: Adaptado de Buonassisi et al., 2017).

A germinacao dos oOsporos resulta na infec¢do primaria do hospedeiro, quando
0 oo6sporo maturado durante o inverno, ao estar exposto a uma lamina de 4gua
permanente na superficie do solo, com temperaturas de 12 a 13 °C, germina formando a
estrutura denominada macroesporangio, que por sua vez, ird gerar o esporangio que €
disseminado pelo vento. O esporangio germina e libera zodsporos biflagelados
(Gesseler et al., 2011). Havendo uma lamina de agua na superficie abaxial das folhas, os
zodsporos ‘“nadam” e encistam proximo aos estomatos, emitindo um tubo germinativo
que invade o estdmato, desenvolve hifas intercelulares que ndo causam a morte celular,
mas que por meio do apressorio penetram as células e formam uma estrutura
denominada haustorio, que nutre o patdogeno, causando os sintomas cldssicos de mancha
6leo (Fawke et al., 2015). Cerca de quatro dias ap6s a colonizac¢do dos tecidos vegetais,
o patégeno desenvolve esporulagdes (esporangidforos contendo esporangios) na face

inferior da folha. Os esporangios se destacam dos esporangioforos e sdo disseminados
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pelo vento até o hospedeiro, onde em uma lamina d’agua libera zoosporos biflagelados
que dardo inicio a infec¢do secundaria (Agrios, 2005).

O ciclo secundario ¢ desencadeado pela infeccdo de tecidos verdes da videira
por zodsporos gerados a partir da esporulacdo oriunda da infec¢do primaria, ou a
reinfeccdo por zoosporos de ciclo secundario (Buonassisi et al., 2017). Por ser
policiclica, o P. viticola causa varios ciclos de infec¢do em unico ciclo produtivo da
videira. As esporulagdes do mildio da videira sdo caracterizadas por se darem na face
abaxial das folhas, sendo que o patdgeno se desenvolve em temperaturas que variam de
9 a 35 °C, fora destes limites o desenvolvimento do patdogeno ¢ impossibilitado
(Francesca et al., 2000).

A epidemia do mildio da videira ¢ favorecida em ambientes com umidade
relativa do ar proxima a 100%, molhamento da face abaxial da folha e temperaturas na
faixa de 18 a 22 °C (Amorim et al., 2011). O sintoma que indica o inicio da infeg¢ao ¢
denominado de mancha 6leo, observada na superficie adaxial da folha, sob a qual, em
um periodo de 4 a 6 dias apo6s a infec¢do dos tecidos, se formam esporulagdes que
disseminam o inoculo para novos hospedeiros (Allegre et al., 2006). O mildio da videira
causa declinio de 4rea fotossintética, podendo evoluir facilmente para quadros de
necrose e perda total dos tecidos verdes da planta, sendo possivel infectar ainda, 6rgaos

como caule, cacho e bagas caso ndo haja controle imediato (Gesseler et al., 2011).

2.2.2 Manejo fitossanitario

Devido a alta suscetibilidade ao P. viticola das cultivares viniferas de videira (V.
vinifera) mais cultivadas em todo o mundo, uma série de praticas culturais e tratamentos
fitossanitarios sdo empregados no manejo do mildio da videira. A principal estratégia de
manejo do mildio da videira nestas cultivares € a aplicagdo de produtos com agdo
fungicida protetora e curativa e a aplicagdo de produtos bioestimulantes (Gessler et al.,
2011). Também ¢ recomendada a utilizacdo da cobertura plastica de vinhedos, uma
pratica de manejo altamente eficiente, visto que reduz o molhamento foliar e,
consequente, impossibilita a infeccao do tecido vegetal pelo patogeno (Holcman et al.,
2019).

A aplicagdo de fungicidas ¢ a principal estratégia utilizada no manejo do mildio
em cultivos de viniferas no Brasil. O Sul proporciona condi¢des ambientais de
temperatura média em torno de 20 °C e molhamento foliar frequente, fatores propicios

ao desenvolvimento do patdégeno (Zanghelini et al., 2019). Por conta disso, a aplicagao
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curativa ou preventiva de fungicidas pode chegar a 60 aspersdes anuais em variedades
suscetiveis com dois cultivos anuais, das quais a maior parte ¢ aplicada no manejo do
mildio da videira (Cappello et al., 2017).

Embora eficiente no combate ao mildio, os agrotoxicos apresentam composi¢ao
quimica potencialmente danosa ao meio ambiente € ao ser humano, potencializados pelo
método de aplicagdo, que de maneira geral segue um calendario predefinido (Angelotti
et al., 2012). A reducao do impacto ambiental tem se tornado um critério importante em
programas de melhoramento da videira, visto que a intoxicagdo ja presente, por
exemplo, em solos de vinhedos brasileiros, cuja presenca de metais pesados como cobre
oriundo do uso de produtos como calda bordalesa ja fora relatada (Mirlean et al., 2007 e
2008).

Na Europa, a viticultura € responsavel por 33% do uso de fungicidas em toda a
unido europeia (Muthmann, 2007), embora a area de cultivo corresponda a menos de
50% da fruticultura e cerca de 3% do territério ocupado pela producdo de cereais
(Faostat, 2020). Na Europa foram utilizados no ano de 2014, aproximadamente 340 mil
toneladas de produtos quimicos destinados a prote¢ao de plantas (Pefia et al., 2018),
sendo que, estima-se que cerca de 56 das 169 mil toneladas dos produtos classificados
como fungicidas deste mesmo ano foram aplicados exclusivamente no cultivo da
videira.

O cenario de mudangas climaticas tem causado incertezas no que se refere a
epidemiologia da P. viticola. O aumento da temperatura, a maior ocorréncia de chuvas e
o aumento das concentragdes dos gases (vapor d’agua, CO, CHi, N2O, O3 e
hidrofluorcarbonos) na atmosfera favorecem o desenvolvimento do patdégeno (Das et al.,
2017). A previsao de aumento da temperatura média do planeta tem incentivado estudos
e simulagdes, que em sua maioria, indicam um aumento na ocorréncia do mildio da
videira em vinhedos localizados principalmente em ambientes nao aridos (Caffarra et
al., 2012).

Simulagdes indicam que as condigdes climdticas futuras na Europa, tendem a
favorecer o aumento da ocorréncia e da severidade do mildio da videira, resultando no
acréscimo de duas aplicagdes de fungicida por ciclo e aumento de 20 a 50% nos custos
de produgdo (Francesca et al., 2006). O Brasil, devido a sua dimensdo continental,
possui cenarios contrastantes quanto a ocorréncia e severidade do mildio da videira.

Enquanto que esta previsto um decréscimo da severidade da doenca na regido Nordeste
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do pais, no Sul prevé-se o aumento dos problemas fitossanitarios relacionados ao mildio
da videira (Angelotti et al., 2017).

A utilizacdo de cultivares com resisténcia genética e fisica ao mildio da videira é
considerada uma das estratégias mais eficiente e ambientalmente saudavel no manejo da
doenca (Gesseler et al., 2011 e Morais, 2020). O desenvolvimento de cultivares com
resisténcia durdvel tem possibilitado o manejo efetivo do oomiceto P. viticola,
reduzindo a demanda por aplicagdes sucessivas de fungicidas, minimizando assim
impactos ambientais e riscos a saide humana, bem como os custos econdmicos (Topfer

etal., 2011, Merdinoglu et al., 2018, e Caffarra et al., 2012).

2.3 INTERACAO PATOGENO/HOSPEDEIRO

2.3.1 Interagdo e resisténcia

As plantas sdo imunes a grande maioria dos organismos patogénicos, devido a
existéncia de mecanismos que conferem respostas fisicas e bioquimicas ao ataque de
patégenos ndo especificos (Ceresini et al.,, 2018). A defesa da planta a patdgenos
engloba um conjunto de caracteristicas que ndo sdo necessariamente atribuidas
diretamente a tal funcdo, tais como a capacidade de crescimento, nutri¢do, fenologia,
caracteristicas fisioldgicas, toxicidade, interagdo com outros organismos e fatores de
sinergismo entre estes fatores (Agrawal; Fishbein, 2006).

A coexisténcia natural entre patdégenos e hospedeiros ¢ um fator de sele¢ao
reciproca, onde populagdes de plantas submetidas ao ataque de organismos virulentos
tendem a desenvolver e selecionar individuos com mecanismos particulares de
resisténcia ou tolerancia ao patogeno (Koskella, 2018). Por outro lado, os patogenos
evoluem mecanismos que nao permitem o seu reconhecimento pelo hospedeiro e,
consequentemente, o sistema de defesa ndo ¢ ativado, resultando em uma reacao de
suscetibilidade (Damgaard, 1999).

De acordo com o modelo de interagdo patdogeno/hospedeiro gene-a-gene descrita
por Flor (1971), para cada gene de resisténcia do hospedeiro (gene R), existe um gene
de aviruléncia (gene Avr) complementar nos patégenos. Dessa forma, a resisténcia do
hospedeiro somente ¢ ativada caso a interagdo seja reconhecida pela planta infectada.
Um modelo em nivel molecular da interagdo e defesa entre patdgenos biotroficos e
hospedeiros foi proposto por Jones e Dangl, (2006). Segundo este modelo, que vai ao

encontro do modelo gene-a-gene, hd receptores que reconhecem padrdes especificos
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associados ao patégeno que desencadeiam imunidade no hospedeiro, evitando o sucesso
do patoégeno na tentativa de infec¢do. No entanto, isolados ou ragas dos patdogenos
adaptados secretam efetores que suprimem os mecanismos de defesa do hospedeiro,
levando a uma reagao de suscetibilidade.

Ha distingdes quanto ao nivel e efeito da resisténcia a patogenos. Os genes R, de
efeito qualitativo, conferem resisténcia vertical a patdgenos, e sdo de facil identificagdo
fenotipica, pois geram resposta de resisténcia total ou nula. De acordo com Kushalappa
et al. (2016), respostas de hipersensibilidade e morte celular programada podem ser
associadas a resisténcia qualitativa, comumente monogénica. A resisténcia de carater
quantitativo ¢ de dificil avaliagdo, sendo necessarios métodos apurados de
caracterizagdo, uma vez que estes sdo geralmente associados a diversos genes,
influéncia do ambiente e metabolismo do hospedeiro. Genes de efeito quantitativo sdo
associados a resisténcia horizontal, ¢ tem como caracteristica a variacdo no nivel de
suscetibilidade do hospedeiro ao patégeno (Kushalappa et al., 2016).

E importante ressaltar que genes sdo regides do genoma responsaveis pela
expressdo de caracteristicas especificas, e alelos sdo a variacdo destes mesmos genes.
Os genes de resisténcia ao mildio da videira seguem a logica de interagdo gene-a-gene
indicada por Flor (1971). As respostas de defesa ativadas pelos alelos Rpv incluem o
acumulo de proteinas de resisténcia (PR-proteins), espécies reativas de oxigénio e/ou
fitoalexinas (Nascimento-Gavioli et al., 2017), além de morte celular programada ou
resposta de hipersensibilidade (HR), levando ao aparecimento de lesdes necrdticas nos

pontos de infec¢ao do patogeno (Heyman et al., 2021).

2.3.2 Sistema imune associado a alelos Rpv

Para que se entenda o efeito dos genes de resisténcia € importante que se
conheca o principio de funcionamento do sistema imune da planta. A primeira fase do
sistema imune se d4 por meio da detec¢do dos chamados padrdes moleculares
associados aos patogenos (PAMP), por receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs). Esses receptores levam a vias de sinalizagdo que levam a Imunidade
Desencadeada por PAMPs (PTI) (Poltronieri et al., 2020 e Jones e Dangl, 2006). Os
mecanismos de defesa PTI estdo ligados a genes do tipo TM-LRR (Transmembrane-
leucine rich repeat) que codificam receptores semelhantes a quinases (RLKs) e
receptores semelhantes a proteinas (RLPs), que atuam ligados a membrana, cocnforme

demostrado na Figura 3 (Chisholm et al., 2006 e Poltronieri et al., 2020).
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Isolados virulentos do patdégeno superam as defesas PTI das plantas, transferindo
para a célula efetores, por meio de haustorios, que sdo proteinas com atividade
enzimatica que manipulam e modificam as proteinas relacionadas a imunidade das
plantas envolvidas nos sinais que levam a defesa. Em contrapartida, as modificagdes
desencadeadas por estes efetores sdo detectadas por proteinas de resisténcia, tanto
citoplasmaticas quanto ligadas a membrana. O reconhecimento destes efetores por
proteinas de resisténcia leva a Imunidade Desencadeada por Efetores (ETI). Isso leva a
ativacdo de MAP quinases, producdo de espécies reativas de oxigénio, sinalizagdo e
sintese de proteinas relacionadas a defesa a patdgenos (PR-Proteins), transporte e
secre¢do de substincias na membrana, deposi¢do de calosidades e resposta de
hipersensibilidade (HR) (Poltronieri et al., 2020).

As proteinas ETI estdo associadas a familia de genes de defesa NBS-LRR
(NLR) (Nucleotide binding site-leucine rich repeat), que confere alta velocidade de
resposta a infec¢do por patogenos. Estes genes também estdo associados a resisténcia ao
mildio e oidio na videira (Poltronieri et al., 2020). Dentro dessa familia de genes sao
descritos dois principais grupos funcionais, os CC-NBS-LRR (CNL) e os e TIR-NBS-
LRR (TNL) (McHale et al., 2006). Dentre os 31 locos Rpv detectados na videira, os
alelos de resisténcia de apenas dois foram caracterizados, sendo eles RpvI e Rpv3.1,
tendo ambos sido identificados como genes da classe dos TIR-NB-LRR (TNL)
(Feechan et al., 2013 e Foria et al., 2020). Os alelos RpvI0 e Rpvi2 embora ainda nao
tenham sido funcionalmente caracterizados, estdo localizados em regides gendmicas que

contém clusters de genes do tipo NBS-LRR.

Figura 3: Modelo de reconhecimento molecular de padrdes associados a patdgenos.
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(Fonte: Adaptado de Chisholm et al., 2006).
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Estudos que analisaram a ativa¢ao da expressdo génica causada pela infecdo do
tecido foliar de plantas contendo os alelos Rpv3.1 e RpvI(, em comparagdo a plantas
suscetiveis, observou-se que cultivares suscetiveis possuem os mesmos mecanismos de
defesa downstream presentes em plantas resistentes. Entretanto, plantas com a presenca
dos alelos de resisténcia Rpv apresentam maior sintese de estilbendides e maior
velocidade de ativagdo de respostas metabolicas, promovendo reagdes de
incompatibilidade entre o patdégeno e hospedeiro de maneira eficiente (Frobel et al.,
2019). Fatores de transcri¢do, a exemplo do VVWRKY?33, associada a indu¢do do gene
VvPR10.1, estdo intimamente relacionados com a velocidade da resposta a infecgdo ao
P. viticola em cultivares resistentes, reduzindo o tempo de resposta e,
consequentemente, a esporulacdo do patéogeno de 50 a 70%, quando comparado a

genotipos suscetiveis (Merz et al., 2014).

2.3.3 Alelos Rpv

A busca por fontes de resisténcia genética ao mildio tem sido um dos principais
objetivos de geneticista e melhoristas de videira nas ultimas décadas. A deteccao de tais
recursos genéticos era feita exclusivamente por meio de analises fenotipicas (Topfer et
al., 2011). A partir da década de 1990, este cendrio mudou com o surgimento de
técnicas de biologia molecular, que permitiu a constru¢do de mapas genéticos densos
para o género Vitis, a identificagdo de locos génicos contendo alelos associados com a
resisténcia a patogenos, por meio da andlise de caracteres quantitativos (Quantitative
Trait Loci — QTL analysis) e o sequenciamento completo do genoma nuclear da V.
vinifera (Jaillon et al., 2007).

Dessa forma, a identificacao de regides do genoma da videira contendo alelos
que conferem resisténcia ao mildio tem se multiplicado, tendo sido identificados até o
presente momento 31 locos génicos contendo alelos que conferem resisténcia genética
ao mildio (Maul et al., 2022). O conhecimento acerca da localizacdo dos locos génicos
associados a resisténcia ao mildio e a identificacdo de marcadores moleculares que
permitem descriminar os alelos que conferem a resisténcia, tem permitido o
melhoramento assistido por marcadores moleculares, favorecendo a piramidacdo de
diferentes fontes de resisténcia ao mildio (Eibach, et al., 2007).

Dentre os 31 locos associados a resisténcia ao mildio, apenas os alelos de maior

efeito RpvI, Rpv3.1, Rpv3.2, Rpv3.3, Rpvi0 e RpvI2, presentes em cultivares
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comerciais de videira, sdo monitorados por marcadores moleculares (Tabela 1)
(Heyman et al., 2021). Os alelos de genes de menor efeito, a exemplo do Rpv4 (Welter
et al., 2007), de origem americana, embora contribuam na defesa da planta, sdo
comumente desconsiderados no melhoramento devido ao menor efeito no fenotipo,

dificultando a sua selecao.

Tabela 1: Principais alelos de resisténcia ao P. viticola empregados no melhoramento
da videira.

Alelo Cromossomo Origem da resisténcia Nivel Referéncia
Rpvi 12 V. rotundifolia Parcial Merdinoglu et al. (2003)
Rpv3.1* 18 V. rupestris Parcial Welter et al. (2007)
va3.2* 18 V. rupestris ou V. lincecumii Parcial Zyprian et al. (2016)
Rpv3.3%* 18 V. labrusca ou V. riparia Parcial Di Gaspero et al. (2011)
Rpvi0 9 V. amurensis Alto  Schwander et al. (2012)
Rpvi2* 14 V. amurensis Alto  Venuti et al. (2013)

*Relatos na literatura cientifica de quebra da resisténcia por isolado de P. viticola.

Uma das espécies alvo da selecdo para resisténcia genética ao mildio na
viticultura foi a Muscadinia rotundifolia, cujas populagdes apresentam alta resisténcia
ndo somente ao mildio, mas também ao oidio, causado pelo patdégeno E. necator. Apos
o mapeamento do primeiro alelo de resisténcia ao oidio (Runl), estudos identificaram
também o alelo Rpv/ (resisténcia ao mildio), que estd proximamente ligado a Runl,
localizado no cromossomo 12 (Merdinoglu et al., 2003, Katula-Debreceni et al., 2010).
Genotipos que contém o RpvI apresentam redugdo na intensidade da doenca, sendo
considerada uma fonte de resisténcia parcial a doenga (Merdinoglu et al., 2018, Saifert,
et al., 2018). Estudos recentes demonstraram que o alelo RpvI, embora apresente
resisténcia parcial ao P. viticola, manteve os niveis de eficiéncia, se mostrando uma
fonte até o momento durével (Heyman et a., 2021).

O alelo de resisténcia Rpv3 foi mapeado no cromossomo 18 da cultivar Regent
(Welter et al., 2007). At¢ o momento sete diferentes haplotipos associados ao Rpv3
foram descobertos, sendo originados das espécies V. rupestris, V. lincecumii, V. riparia,
e V. labrusca (Di Gaspero, et al., 2011). Destes, destacam-se o Rpv3.I (Welter et al.,
2007), Rpv3.2 (Zyprian, et al., 2016) e Rpv3.3, (Vezzulli, et al.,, 2019). Rpv3.1 ¢
originado da espécie V. rupestris nativa da América do Norte, sendo uma das fontes de

resisténcia mais utilizadas no desenvolvimento de cultivares resistentes ao mildio.
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Os haplotipos Rpv3 conferem resisténcia parcial ao mildio (Tabela 1). Quanto
aos mecanismos de defesa desencadeados, foi possivel identificar uma forte correlagao
entre a expressdo e biossintese de estilbenos, sintese te polifendis, respostas de
hipersensibilidade e morte celular programada, que auxiliam na redugao da intensidade
e progresso da doenga (Casagrande et al., 2011).

Gendtipos resistentes contendo haplétipos Rpv3 quando desafiados com P.
viticola tém apresentado altos niveis de sintese de estilbenos e fitoalexinas. Os
estilbenos sao toxicos ao P. viticola e sao considerados uma das principais resposta de
defesa de cultivares resistentes ao mildio, reduzindo niveis de esporulagdo e severidade
da doenca (Malacarne et al., 2011 e Alonso-Villaverde et al., 2011). Na Europa isolados
virulentos, que quebraram a resisténcia conferida pelos haplotipos Rpv3, ja foram
relatados (Peressotti et al., 2010; Heyman et al., 2021).

A piramidagdo dos alelos de resisténcia RpvI e Rpv3 causa efeito aditivo na
resisténcia ao mildio da videira, tornando os gendtipos com resisténcia total ao
patogeno, fato altamente benéfico para eficiéncia e durabilidade da resisténcia (Eibach
et al., 2007; Nascimento-Gavioli et al., 2017; Saifert et al., 2018).

O alelo de resisténcia associado ao loco RpvI0, localizado no cromossomo 9, foi
herdado da espécie V. amurensis, de origem asiatica (Schwander et al., 2012). O alelo
RpvI10 confere resisténcia parcial ao mildio, sendo superior ao Rpv3 (Heyman et al.,
2021). Estudos observaram que cultivares que possuem o alelo Rpv/(, apresentam alta
resisténcia ao mildio, sendo uma fonte altamente promissora (Heyman et al., 2021).
Genotipos contendo os alelos Rpvi0 e Rpv3.3 piramidados manifestaram redugdo na
esporulagdo do P. viticola em tecido foliar, demonstrando o efeito aditivo entre eles
(Possamai et al., 2020). Andlises de expressao génica de tecido foliar em decorréncia da
inoculacdo com P. viticola indicaram um incremento de genes expressos em materiais
com os alelos RpvI0 e Rpv3 piramidados (Frobel et al., 2019).

Também originado da espécie V. amurensis, o alelo Rpvi2, localizado no
cromossomo 14, foi inicialmente introgredido em background genético de V. vinifera
por melhoristas soviéticos, e vem sendo usado por décadas no desenvolvimento de
cultivares resistentes ao mildio (Venuti et al., 2013). Quanto ao nivel de resisténcia,
Venuti et al. (2013) classificaram o alelo de resisténcia Rpv/2 como resisténcia alta ao
mildio. Assim como para o Rpvi0, a piramidacao dos alelos Rpvi2 e Rpv3.l gerou

efeito aditivo no nivel de resisténcia ao P. viticola (Possamai et al., 2020).
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Os alelos Rpvi0 e Rpvi2 se mostraram mais eficientes quando comparados aos
alelos RpvI e Rpv3, sendo observada menor intensidade de esporulagdo de mildio em
tecido foliar destes materiais (Heyman et al., 2021). Andlises histologicas demonstraram
ainda, que os alelos RpvI0 e RpvI2 geraram resposta a infec¢do ao P. viticola em menor
tempo quando comparado aos alelos Rpv/ e Rpv3. O estudo em questdo indicou que a
velocidade de resposta a infecgdo ¢ um dos fatores determinantes na defesa da videira
ao mildio (Wingerter et al., 2021).

De modo geral, devido a especificidade da interagao gene-a-gene, ha uma
tendéncia de adaptacdo dos patdogenos aos genes de resisténcia vertical, especialmente
quando cultivados em areas de monocultivo (Mundt, 2014). Isso tem levantado
preocupagdes quanto a durabilidade dos genes Rpv. A quebra de resisténcia ja foi
relatada tanto para o mildio (Peressotti et al., 2010), quanto para o oidio (Feechan et al.,
2013). Portanto, estabelecer estratégias que promovam a durabilidade da resisténcia ¢

fundamental (Delmotte et al., 2014).

2.3.4 Mecanismos de aviruléncia do P. viticola

Determinados organismos apresentam capacidade variada de superar a barreira
de resisténcia de plantas. Esta capacidade esta correlacionada com o potencial evolutivo
do patégeno, sendo que organismos com alta capacidade evolutiva, tendem a neutralizar
mecanismos de defesa da planta (Ceresini et al., 2018). Os patégenos oomicetos sao
organismos aos quais se atribui alta capacidade evolutiva, baseado principalmente pela
alta especializacdo com seus hospedeiros, reproducdo mista (sexuada e assexuada),
heterotalismo (fecundacdo cruzada) e potencial de disseminagdo (fluxo génico) alto
(Thines; Kamoun, 2010).

De maneira geral, patogenos biotroficos apresentam cinco -caracteristicas
atribuidas ao método de infeccdo e colonizacdo do tecido de seu hospedeiro: (1)
Estruturas de infeccdo altamente especializadas; (2) Atividade secretora, especialmente
de enzimas liticas; (3) Camadas da membrana celular que separam o patdgeno e
hospedeiro; (4) Longo periodo de supressao da defesa do hospedeiro; (5) Presenga de
haustorio, hifa especializada de absorcdo de nutrientes das células do hospedeiro
(Mendgen; Hahn, 2002).

O controle do metabolismo das células do hospedeiro ¢ uma caracteristica do
patogeno biotrofico, que concentra esforgos para manter a compatibilidade entre ambos

os organismos. Ao analisar a expressao génica gerada pela interagdo entre P. viticola ¢ a
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videira, foi possivel observar uma mudanca consideravel da expressao génica, havendo
uma supressao em 70% dos genes do tecido infectado (Polesani et al., 2008). Dentre os
principais elementos ao qual se atribui o sucesso de infec¢do da videira pelo mildio, os
efetores sao tidos como fator chave na supressdao do sistema imune ¢ manutengdo da
interacao (Gomez-Zeledon, 2018).

Assim como exposto anteriormente, efetores sdo proteinas secretadas que
possuem efeito imunossupressor sobre o hospedeiro. A expressao de proteinas efetoras
esta associada a genes de aviruléncia nos patdégenos (Stergiopoulos; Wit, 2009). Estudos
identificaram duas familias principais de efetores secretados pelo oomiceto P. viticola,
sendo os efetores das familias dos RXLR e CRN (Yin et al., 2017 e Brilli et al., 2018).
Estudos identificaram a familia dos efetores RXLR como sento a principal ferramenta
de supressao de resposta de hipersensibilidade no mildio da videira (Chen et al., 2020 e
Liu et al., 2018).

De maneira geral, os efetores podem agir tanto no apoplasto quanto no
citoplasma das células, entretanto estudos observaram comportamentos variados quanto
ao sitio de agdo dos efetores (Liu et al., 2018). Neste estudo, os autores observaram o
acimulo dos efetores no nucleo, citosol, membrana plasmatica, cloroplasto e
mitocondria, tendo havido em alguns casos mais de um local alvo de um mesmo efetor.

Por meio do sequenciamento do genoma completo do P. viticola, mais de 600
genes que codificam para efetores RXLR foram identificados (Yin et al., 2017 e Brilli et
al., 2018). Analises comparativas do genoma de isolados de P. viticola de origem
chinesa e europeia, permitiram observar que dos 100 efetores RXLR do genoma do
isolado chines, somente 20 estavam presentes no isolado originario da Europa (Yin et
al., 2017). A partir do sequenciamento de RNA 24, 48 e 72 h apds a inoculagdo do P.
viticola, foi identificado a expressdo de 1592 proteinas secretadas pelo patdégeno no
processo de infeccao (Dussert et al., 2019). Isso mostra a alta complexidade e risco que
o mildio da videira representa a durabilidade dos mecanismos de defesa conferidos

pelos alelos Rpv de maior efeito.

2.3.5 Riscos a durabilidade da resisténcia conferida pelos alelos Rpv
A durabilidade de alelos de resisténcia esta diretamente relacionada a estrutura
populacional do patdégeno e a capacidade evolutiva a ele atribuida. O P. viticola

apresenta alto poder evolutivo, entretanto ¢ fundamental que haja um sistema de
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reprodu¢ao misto no ambiente de ocorréncia, alto fluxo de gendtipos, populacdes
grandes e altas taxas de mutagdo (McDonald e Linde, 2002).

Andlises de diversidade genética do mildio apontaram alta diversidade dentro e
entre populacdes do patdgeno, ndo somente na América do Norte, mas também na
Europa, China e Australia (Gobbin et al., 2006; Li et al., 2016; Taylor et al., 2019). A
presenca de variabilidade genética do patdégeno na regido Sul do Brasil também foi
confirmada por meio de marcadores microssatélites (Santos et al., 2020, Tomazetti,
2020). Analise de diversidade genética do mildio em vinhedos experimentais no estado
de Santa Catarina, nos quais estdo sendo testadas cultivares PIWI com diferentes alelos
Rpv, sugerem que a presenca dos mesmos nos hospedeiros foi o principal fator
promotor de diversidade do patéogeno (Tomazetti et al., 2020).

Um estudo realizado no Brasil identificou a formacao de odsporos do patdgeno,
o que confirma a presenca da fase sexuada do patdégeno em vinhedos no sul do pais
(Bitencourt et al., 2021). Isso representa maior risco a quebra da resisténcia conferida
pelos alelos Rpv, uma vez que a reproducdo sexuada favorece o cruzamento de
individuos virulentos e a segregacdo de seus genes/alelos. Com base no
acompanhamento da progressdo do mildio da videira a campo, foi observado que
mesmo em cultivares com alelos de resisténcia Rpv piramidados, o patogeno foi capaz
de gerar esporulagdo no final do ciclo produtivo e consequente perpetuacdo destes
isolados (Zanghelini et al., 2019) e formar odsporos (Bitencourt et al., 2021). Dessa
forma, assim como ja mencionado anteriormente, ha uma gama de fatores que indicam
elevada propensao de superagdo de fontes de resisténcia parcial ao mildio da videira no

Brasil assim como ja foi relatado na Europa.

2.3.6 Superagdo da resisténcia ao P. viticola

A superagdao de mecanismos de resisténcia genética presentes nos hospedeiros
por patdégenos ¢ um fenomeno comum na agricultura (Zhan et al., 2015). Na videira,
assim como em outras espécies, perdas de resisténcia tém sido relatadas. Estudos
realizados na Europa demonstraram que genétipos com resisténcia parcial tém
apresentado perdas de eficiéncia na resisténcia ao mildio (Merdinoglu et al., 2018).

Ensaios em discos foliares demonstraram que isolados de P. viticola superaram
a resisténcia da cultivar Bianca, conferida pelo alelo Rpv3.1, sendo essa a primeira
descricdo de quebra de resisténcia pelo patogeno na videira (Peressotti et al., 2010).

Também foi possivel observar no experimento em questao que isolados avirulentos e
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virulentos a cultivar Bianca apresentaram o mesmo nivel de agressividade quando
inoculados na cultivar suscetivel Chardonnay, sugerindo que tal fendmeno de superacao
de resisténcia ndo afetou a agressividade do isolado em questdo (Peressotti et al., 2010).

Contudo, estudos relacionados a diversidade genética e agressividade do
patogeno tem apontado outro comportamento, sendo observado um acréscimo na
agressividade de isolados coletados das cultivares Regent (Rpv3.1), Bronner (Rpvi0 e
Rpv3.3) e Prior (Rpv3.1 e Rpv3.3), quando inoculados em plantas suscetiveis (Delmas et
al., 2016). Bioensaios realizados com populacdes de P. viticola coletados na Francga,
Alemanha e Hungria, demonstraram perdas na eficiéncia da resisténcia da cultivar
Regent, conferida pelo alelo Rpv3.1, havendo ainda, um incremento na agressividade
destes isolados quando inoculado em plantas suscetiveis (Delmotte et al., 2014). Os
haplotipos Rpv3.2 e Rpv3.3 tiveram a quebra de resisténcia descrita mais recentemente
(Heyman et al., 2021).

O alelo Rpvi0, assim como RpvI2, sdo considerados uma fonte eficiente de
resisténcia. Entretanto, ao ser inoculado por isolados puros de P. viticola, foi observado
decréscimo na eficiéncia de defesa, fato que sugere a existéncia de isolados com
adaptacdo parcial ao alelo RpvI0 (Heyman et al., 2021). A superagdo da resisténcia
também foi descrita para o alelo Rpvi2 (Wingerter et al., 2021). Neste estudo também
foi reportado o primeiro caso de superacdo de resisténcia de dois alelos piramidados,
tendo sido identificado um isolado que superou as barreiras de defesa conferidas pelos
alelos Rpv3.1 e Rpvi2 (Wingerter et al., 2021).

Alelos Rpv sdo recursos finitos e devem ser utilizados de maneira racional por
melhoristas na elaboracao e langamento de cultivares, uma vez que se mal empregados,
tendem a perder o efeito e importancia no combate ao mildio da videira. Estudos quanto
a interagdo entre patdgeno e hospedeiro sdo fundamentais no entendimento da dindmica
da doenga e de como tais informagdes podem contribuir no melhoramento e manejo
sustentavel da videira. Dessa forma, o presente estudo avaliou o desenvolvimento
fenotipico de amostras de diferentes populacdes e subpopulagdes de P. viticola
inoculados em diferentes hospedeiros. Os resultados deste trabalho fornecem uma base
solida para programas de melhoramento e estudos futuros quanto a possivel presenga de

1solados resistentes a genes Rpv no estado de Santa Catarina.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de adaptacao de populagdes de Plasmopara viticola, agente
causal do mildio da videira, a diferentes alelos de resisténcia Rpv, como um indicador

da durabilidade da resisténcia, em Santa Catarina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o nivel de resisténcia conferido por diferentes alelos de
resisténcia Rpv desafiados com populagdes e subpopulagdes de P.
viticola coletados no estado de Santa Catarina.

2. Avaliar o comportamento fenotipico de populagdes e subpopulagdes de
P. viticola coletados de diferentes locais e hospedeiros em Santa
Catarina, frente a alelos de resisténcia Rpv.

3. Identificar isolados de P. viticola com potencial de superacdo a

resisténcia conferida por alelos Rpv no estado de Santa Catarina.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 INOCULO DE P. viticola

4.1.1 Origem do in6culo de P. viticola

O in6culo do P. viticola foi coletado em dois vinhedos experimentais
contrastantes implantados nos municipios de Curitibanos e Urussanga, no estado de
Santa Catarina. Em Curitibanos, o vinhedo estd implantado na Area Experimental
Agropecudria da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Campus de
Curitibanos, a 1.000 m de altitude em relagdo ao nivel do mar. Em Urussanga, o
vinhedo estd implantado na Estacdo Experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), localizada no Vale da Uva
Goethe, a 48 metros de altitude em relagdo ao nivel mar.

Os dois vinhedos experimentais sdao formados por uma colegdo de
cultivares/genotipos PIWI, que no conjunto tém os alelos Rpvi, Rpv3.1, Rpv3.2, Rpv3.3,
Rpvi0 e Rpvi2 isolados ou em diferentes combinag¢des (piramidados) (Tabela 2).
Ambos os vinhedos sdo conduzidos em espaldeira, com espacamento de 3 m entre
linhas e 1,20 m entre plantas (Figura 4A e 4B). Ao menos 20 folhas de todas as
cultivares/genotipos manifestando esporulagdes do patogeno foram coletadas
separadamente em ambos os vinhedos no final do ciclo produtivo, no més de fevereiro
de 2020 e 2021, momento no qual se observa uma reducao significativa na eficiéncia do

sistema de defesa das plantas (Figura 4C e 4D).

Tabela 2: Cole¢do de cultivares PIWI mantidas nos vinhedos experimentais nos
municipios de Curitibanos e Urussanga.

Cultivar/gendtipo  Gene Rpv Instituto/melhorista Cor baga
Aromera Rpv3.1 KRF! Branca
Baron Rpvi0, Rpv3.3 SWFAW? Tinta
Calandro Rpv3.1 JKI? Tinta
Helios Rpv3.1 SWFAW Branca
Prior Rpv3.1, Rpv3.3 SWFAW Tinta
Regent Rpv3.1 JKI Tinta
Calardis Blanc Rpv3.1, Rpv3.2 JKI Branca
Felicia Rpv3.1, Rpv3.3 JKI Branca
Bronner Rpvi0, Rpv3.3 SWFAW Branca
Souvignier Gris Rpv3.2 SWFAW Rosada
Johanniter Rpv3.1 SWFAW Branca
Cabernet Cortis Rpv10, Rpv3.3 SWFAW Tinta
Cabernet Cantor Rpvi0, Rpv3.1, Rpv3.3 SWFAW Tinta
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Cabernet Carbon Rpvi0 SWFAW Tinta
Gf.2004-043-0024  Rpvl, Rpv3.1 JKI Branca
Gf.2004-043-0015  Rpvl, Rpv3.1 JKI Branca
Gf.2004-043-0004  Rpvl, Rpv3.1 JKI Branca
Gf.2004-043-0010  Rpvl, Rpv3.1 JKI Branca
GI2004-043-0013  Rpvi, Rpv3.1 JKI Branca
Gf.2004-043-0021  Rpvi, Rpv3.1 JKI Branca
Fluertai IGA* Branca
Soreli Rpvi2, Rpv3.1 IGA Branca
Sauvignon Rytos IGA Branca
Sauvignon Kretos  Rpvi2 IGA Branca
Merlot Khorus IGA Tinta
Merlot Kanthus IGA Tinta
Cabernet Volos IGA Tinta
Cabernet Eidos IGA Tinta

'KRF Research Station for Viticulture and Enology University of Horticulture and Food
Industry Kolyuktetd; 2Staatliches Weinbauinstitut Freiburg Abteilung Weinbau; Julius
Kiihn-Institut; “University of Udine and Institute of Applied Genetics.

Figura 4: Vinhedos experimentais localizados em Curitibanos e Urussanga dos quais
foram coletados isolados de P. viticola de uma colegdo de 31 cultivares/genotipos PIWI.
No detalhe, folhas da cultivar PIWT Felicia manifestando esporula¢do do patogeno.

%
5

. . “. = s , N S
A: Vinhedo experimental localizado na Area Experimental Agropecuaria da UFSC,
Campus de Curitibanos; B: Vinhedo experimental localizado na Estagdo Experimental
da EPAGRI em Urussanga; C: Folha da cultivar Felicia com esporulagao de mildio
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coletada no vinhedo experimental da UFSC, campus de Curitibanos; D: Folha da
cultivar Felicia com esporulagdo de mildio coletada no vinhedo experimental de
Urussanga; E: Recep¢ao das amostras de folhas com esporulagdes de mildio no Centro
de Ciéncias Agrarias, campus Florianopolis; F: Desidratacao das folhas coletadas para
elaboragdo das suspensoes de esporangios de P. viticola.

(Fonte: Acervo do autor, Rebeca Poluceno Souza e Camila Bitencourt).

4.1.2 Preparo das suspensdes de esporangios de P. viticola

As folhas foram coletadas em sacolas plasticas devidamente vedadas e
identificadas com o nome da cultivar e transportadas para o Centro de Ciéncias Agrarias
da UFSC, campus Floriandpolis como mostra a Figura 4E. As folhas foram entdo
acondicionadas em ambiente umido e escuro, dentro de caixas de isopor, por um
periodo de 24 a 48 h para promover a esporulacdo do patdogeno. As folhas foram entdo
dispostas sobre uma superficie seca e arejada para desidratagdo do tecido foliar, como
mostra a Figura 4F. Os esporangios foram entdo varridos com o auxilio de um pincel
para dentro de um Becker contendo adgua destilada. A suspensdo de esporos foi ajustada
para a concentracdo de 5x10* esporos por mL. Foram elaboradas no total sete
suspensoes de esporangios de P. viticola, conforme descrito na Tabela 3, representando
duas populagdes (PC21: Curitibanos e PU20 e PU21: Urussanga) e quatro
subpopulagdes de Urussanga, definidas com base no(s) alelo(s) Rpv dos hospedeiros
(SPRpv3: isolados coletados de hospedeiros contendo apenas o alelo Rpv3; SPRpv10:
isolados coletados de hospedeiros contendo os alelos RpvI0; SPRpv3+10: isolados
coletados de hospedeiros contendo apenas o alelo Rpv3+Rpvi0 e SPRpv3+1: isolados

coletados de hospedeiros contendo o alelo Rpv3+Rpvi (Tabela 3).
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Tabela 3: Local, data e cultivares/genotipos das quais foram coletadas folhas para a preparagao das suspensdes de esporangios das populagdes e

subpopulagdes de P. viticola.

Pop/Subpop. Data/coleta Origem/local Hospedeiros dos quais esporangios de P. viticola foram Combinacées de alelos
coletados Rpv
Sauvignon Blanc, Felicia, Regent, Aromera, Calandro, Prior, Rpv3.1+3.3; Rpv 3.1;

PC21 14/02/2021 Curitibanos Gf.2004-043-0024, Gf.2004-043-0010, Gf.2004-043-0015, Rpv10; Rpv1+3.1;
Cabernet Carbon, Cabernet Cortis, Cabernet Cantor, Baron.  Rpv3.1+10; Rpv3.1+3.3+10.
Felicia, Regent, Calandro, Johaniter, Helios, Calardis Blanc, Rpv3.1+3.3; Rpv3.1;
Aromera, Prior, Souvignier Gris, Gf.2004-043-0024, Rpv3.1+3.2; Rpv3.2;

PU21 05/02/2021 Urussanga Gf.2004-043-0015, Cabernet Carbon, Cabernet Cortis, Rpv1+3.3; Rpv10;3.1+10;
Cabernet Cantor, Baron. Rpv3.1+3.3+10.

PU20 24/02/2020 Urussanga Felicia, Regent, Calandro, Johanniter, Helios, Calardis Blanc g; 1‘3 } Jg g’ Rpv3.1;
Felicia, Regent, Calandro, Johaniter, Helios, Calardis Blanc, Rpv3.1+3.3; Rpv3.1;

SPRpv3 05/02/2021 Urussanga Aromera, Prior, Souvignier Gris. Rpv3.1+3.2; Rpv3.2.

SPRpv10 05/02/2021 Urussanga Cabernet Carbon. Rpv10.

SPRpv3+10 05/02/2021 Urussanga Cabernet Cortis, Cabernet Cantor, Baron, Bronner. g}lj “g;:g’ Rpv3.143.3+10;

SPRpv3+1 05/02/2021 Urussanga Gf.2004-043-0024, Gf.2004-043-0015, Gf.2004-043-0004, Rpv1+3.1.

Gf£.2004-043-0010.

PC21: Populagdo Curitibanos; PU21: populacdo Urussanga; SPRpv3: Subpopulagdo coletada de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga;
SPRpv10: Subpopulagdo coletada de hospedeiro contendo Rpvi0 em Urussanga; SPRpv3+10: Subpopulacdo coletada de hospedeiro contendo

Rpv3+RpvI0 em Urussanga; SPRpv3+1: Subpopulagdo coletada de hospedeiro contendo Rpv3+RpvI em Urussanga.
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4.2 PAINEL DE GENOTIPOS TESTADORES

4.2.1 Escolha de cultivares e confec¢ao de mudas

O painel de gendtipos testadores foi composto de 11 cultivares/genoétipos PIWI
que foram selecionadas de modo a representar diferentes combinacdes de alelos Rpv
(Tabela 5). As plantas utilizadas no estudo foram produzidas por meio de propagacgao
vegetativa de estacas lenhosas e semilenhosas em bandejas alveoladas de 72 células e
volume de 113 ml, contendo substrato Multplant®. Apo6s dez semanas, as estacas que
enraizaram foram transplantadas para vasos de oito litros, contendo o mesmo substrato
utilizado nas bandejas. As plantas foram mantidas em estufa e praticas de manejo, como
poda, adubacdo e tratamento fitossanitario foram adotados quando necessario ao longo
do periodo de dezembro de 2019 e abril de 2021. Nao foi permitida a formagao de
frutos nas plantas, fator que tende a reduzir a eficiéncia de defesa uma vez que a planta

passa a demandar energia no desenvolvimento dos cachos.



Tabela 4: Cultivares/genotipos testadoras utilizadas nos ensaios de inoculagao artificial cruzada em discos foliares.
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Cultivar/genétipo Alelos Rpv Cruzamento Instituto Cor da baga
Cabernet Sauvignon Cabernet Franc x Sauvignon Blanc Tinta
Felicia Rpv3.1, Rpv3.3 Sirius x Vidal Blanc JKI! Branca
Regent Rpv3.1 Diana x Chambourcin JKI Tinta
Calardis Blanc Rpv3.1, Rpv3.2 Calardis Musque x Seyve Villard 39- 639 JKI Branca
Cabernet Carbon Rpvi0 Cabernet Sauvignon x Bronner SWFAW Tinta
Cabernet Cantor Rpvi0, Rpv3.1, Rpv3.3 Chancellor x Solaris SWFAW Tinta
Baron Rpv10, Rpv3.3 Cabernet Sauvignon x Bronner SWFAW Tinta
Gf£.2004-043-0021 Rpvi, Rpv3.1 Selegdo JKI Branca
G£.2004-043-0024 Rpvi, Rpv3.1 Sele¢do JKI Branca
Sauvignon Kretos Rpvi2 Sauvignon Blanc x Kozma 20-3 IGA® Branca
Soreli Rpvi2, Rpv3.1 Friulano x Kozma 20-3 IGA Branca

Julius Kiihn-Institut; *Staatliches Weinbauinstitut Freiburg Abteilung Weinbau; *University of Udine and Institute of Applied Genetics.
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4.3 INOCULACAO CRUZADA

Experimentos de inoculagdo cruzada foram realizados em discos foliares das
cultivares testadoras descritas na Tabela 5. Para isso foram coletadas as 3?, 4* ¢ 5* folhas
mais jovens das plantas mantidas em casa de vegetagdo livres de qualquer doenga ou
danos mecanicos. As folhas foram destacadas e transportadas em embalagens plasticas
até uma camara de fluxo laminar para posterior confec¢ao dos discos foliares. Com o
auxilio de um vazador, discos de 12 mm de didmetro foram confeccionados. Com base
em testes anteriores, os discos foliares foram submetidos a desinfestagao, no qual o
material vegetal foi imerso em solugdo de 1% de cloro ativo por 30 s e posterior triplice
lavagem em agua destilada. Os discos foram entdo dispostos com a face abaxial voltada
para cima em placas de Petri contendo meio agar-agua (6g/L) solidificado. Os discos
foliares dos genotipos testadores foram entdo inoculados com as diferentes suspensdes
de esporos descritas na Tabela 3.

As inoculagdes foram realizadas em cdmara de fluxo laminar por meio da
deposicdo, com auxilio de uma pipetada graduada, de uma gota de 30 pL da suspensdo
de esporangios no centro dos discos foliares. As placas foram entdo celadas e mantidas
em ambiente escuro por 24 h, momento em que foi retirada a gota disposta sobre os
discos foliares. As placas foram entdo transferidas para cdmara BOD (Demanda
bioquimica de oxigénio) a 24°C com fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro, onde

permaneceram até os sete dias pos a inoculagdo (dpi)

4.4 AVALIACOES
As avaliagcdes consistiram na determinagdo da severidade (densidade de
esporulagdo) e incidéncia da doenga, nivel de resisténcia, determinada indiretamente

pela escala OIV 452-1 e producao de esporangios.

4.4.1 Severidade
A severidade foi mensurada por meio da andlise de imagens dos discos foliares
feitas aos seis dias pos-inoculagdo (dpi), usando um estereomicroscopio Olympus
SZH10, equipado com camera Olympus DP71. As imagens foram avaliadas
empregando o software ImagelJ (Schneider et al., 2012). Uma area circular de 1.13 mm?
foi determinada para medir a intensidade de desenvolvimento dos esporangioforos em

porcentagem do tecido foliar coberto pela esporulacao.
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Figura 5: Avaliacdo de severidade de esporulacdo via software Imagel, utilizando
imagens dos discos foliares, capturadas com camera Olympus DP71, acoplada a
estereomicroscopio Olympus SZH10.

(Fonte: Acervo do autor).

4.4.2 Incidéncia
A incidéncia da doenca foi determinada empregando as mesmas imagens
utilizadas para a determinagdo da severidade. A avaliacdo foi feita por meio da
verificagdo da presenga (nota 1) ou auséncia (nota 0) de estruturas reprodutivas

(esporangitforos) do P. viticola no tecido foliar aos seis dpi.

4.43 Nota escala OIV 452-1
Complementarmente os discos foliares foram avaliados por meio do uso da
escala OIV-452-1 (OIV, 2009), amplamente utilizada como uma medida indireta do
nivel de resisténcia ao mildio, que categoriza os genotipos de videira em cinco graus de
resisténcia: (1) suscetivel; (3) pouco resistente; (5) resistente; (7) muito resistente; (9)
imune, com base na intensidade de esporulacdo, conforme esquematizado na Figura 6.

A nota de cada hospedeiro foi definida com base na moda dos dados, com o intuito de
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representar a resisténcia das cultivares de acordo com o nivel de resposta mais

observado nas inoculagdes.

Figura 6: Gradiente de resisténcia a Plasmopara viticola manifestado em discos
foliares de videira, de acordo com a escala OIV 452-1.

(Fonte: Acervo do autor).

4.4.4 Produgdo de esporangios
O numero médio de esporangios por disco foliar, que determina o potencial de
dispersdao do patogeno, foi mensurado com base na metodologia adaptada de Delmas et
al. (2014). Aos sete dpi os discos foliares foram lavados com cinco mL de agua
destilada com o auxilio de uma pipeta graduada de um mL. A contagem dos
esporangios foi feita imediatamente apos a lavagem, de modo manual, utilizando um
estereomicroscopio (ampliagdo de x400) e uma camara de Neubauer. Foi avaliado um

disco por bloco, totalizando quatro discos por tratamento.

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS
Os ensaios foram conduzidos em placas de Petri com delineamento de blocos ao
acaso, com quatro repeti¢des, sendo que cada repeti¢ao foi constituida de trés discos
foliares. Os testes de normalidade dos dados, anélise de variancia, teste de separagdo de
média de Freedman, seguido do teste Dunn e teste Tukey, foram feitos usando o
software SigmaPlot 12.0 (Systat Software, Inc., San Jose, California, USA). O heatmap

e o blockspot foram desenvolvidos usando Microsoft Excel (2019).
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5. RESULTADOS

5.1 RESPOSTA FENOTIPICA DA INOCULACAO CRUZADA EM
DISCOS FOLIARES

Os resultados obtidos com as inoculacdes de suspensdes de esporangios das
populagdes e subpopulagdes de P. viticola no painel de cultivares/genotipos contendo
diferentes alelos de resisténcia Rpv sdao apresentados nas Figuras 7 e 8. De maneira
geral, as analises de severidade e nota da escala OIV 452-1 apresentaram coeficiente de
variagdo dos dados inferior a 20%, como mostram as Tabelas complementares 1 e 2.

A cultivar Cabernet Sauvignon, que nao possui alelos de resisténcia de grande
efeito ao P. viticola, se mostrou suscetivel em todos os ensaios de inoculagdo, com
esporulacdo densa do patdgeno, resultando em severidade acima de 42,4% e nota 1
(tabela complementar 1 e 2). Isso demonstra que todas as suspensdes utilizadas no
presente estudo apresentavam esporangios vidveis e com capacidade de infec¢dao do
tecido vegetal como demostrado na Figura 8.

As cultivares que possuem somente os alelos de resisténcia Rpv3.1 e Rpv3.3,
isolados ou em conjunto, também apresentaram alto nivel de severidade e nota 1 na
escala OIV, exceto quando inoculadas com esporangios coletados de hospedeiros
contendo os alelos Rpvi0 (SPRpv10) e Rpv3+Rpvi0 (SPRpv3+10). A cultivar Calardis
Blanc, que possui os alelos Rpv3.1 e Rpv3.2, apresentou resisténcia superior as demais
cultivares que contém os alelos Rpv3.1 ou Rpv3.I+Rpv3.3. No entanto, nesta também
foi observado o desenvolvimento pleno de esporulagdes do patogeno quando inoculada
com a subpopulagdo composta por isolados coletados de hospedeiros contendo os
diferentes haplétipos de Rpv3 (SPRpv3) (Figura 8). Por outro lado, quando Rpv3.1 foi
combinado com Rpvi, foi observado que os genotipos manifestaram alta resisténcia e
baixa severidade a doenca (Figura 7), demostrando a eficacia da piramidacao destes.
Apesar disso, esporulacdes foram observadas no gendtipo Gf.2004-043-0024 (Rpvi+3)
quando inoculado com a suspensdo de esporangios da populagdo PC21 (Figura 8).

Nenhuma das populacdes ou subpopulagdes gerou alto nivel de severidade em
cultivares que possuem o alelo Rpv/0. Nao foi detectada redugdo na severidade da
doenca nas cultivares que possuem o alelo RpvI0 piramidado com o alelo Rpv3.3 e
Rpv3.1 (Cabernet Cantor e Baron), uma vez que estas nao diferiram de Cabernet Carbon
(Rpv10) (Figura 7 e Tabela complementar 4 ¢ 6). Nenhuma populagdo de isolados foi
capaz de gerar esporulacdes em discos foliares das cultivares Soreli e Sauvignon Kretos,

que possuem os alelos Rpv3.1+Rpvi2 e Rpvi2, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7: Heatmap da severidade, representada pela escala de cores, e notas da escala
OIV-452-1, representada pelos numeros, manifestadas por cultivares/gendtipos
contendo diferentes alelos de resisténcia Rpv em resposta a infeccdo por diferentes

populagdes e subpopulagdes de isolados de P. viticola.
Cultivares ?’ ig g z g PC21 PU21 SPRpv3 SPRpvl0  SPRpv3+10 SPRpv3+l
Cabernet Sauvignon
Felicia
Regent
Calardis Blanc
Cabemnet Carbon
Cabernet Cantor
Baron
G£.2004-043-0021
G£.2004-043-0024
Soreli
Sauvignon Kretos
Rpv gene Escala O’IV 452-1: Severidade
Tesis 1- Suscetwe!
3- Pouco resistente M Mix
ﬂ Ausente 5- Resistente
7- Muito resistente
9- Imune

Os alelos Rpv foram definidos com base em Maul et al. 2022.

*(Os numeros referentes a nota da escala OIV 452-1 sdo a moda dos dados; PC21:
populagao Curitibanos; PU21: populagdo Urussanga; SPRpv3: Subpopulagdo coletada
de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga; SPRpv10: Subpopulagdo coletada de
hospedeiro contendo RpvI0 em Urussanga; SPRpv3+10: Subpopulacdo coletada de
hospedeiro contendo Rpv3+RpvI0 em Urussanga; SPRpv3+1: Subpopulacdo coletada
de hospedeiro contendo Rpv3+RpvI em Urussanga.

A subpopulagdo de isolados SPRpv3, coletados de hospedeiros que carregam os
alelos Rpv3.1, Rpv3.2 e Rpv3.3, se mostrou igualmente virulenta e com severidade da
doenca por vezes superior quando comparada as populagdes PC21 e PU2I, como
mostra o quadro representativo das inoculagdes cruzadas (Figura 8). A subpopulacio de
isolados SPRpv10, coletados de hospedeiros com o gene Rpvi(, apresentou viruléncia
inferior aos demais indculos, gerando reacdo de suscetibilidade somente nos discos
foliares do hospedeiro suscetivel (Cabernet Sauvignon). A suspensdo SPRpv3+10,
coletada de hospedeiros contendo Rpv3+RpvI(, embora tenha gerado maior severidade
e viruléncia que SPRpv10, se mostrou menos agressiva que as subpopulacdes SPRpv3 e

SPRpv3+1.
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Figura 8: Quadro representativo da resposta a inoculacdo cruzada de suspensdes de
esporangios de P. viticola amostrada das populagdes PC21 e PU21 e subpopulagdes
SPRpv3, SPRpv10, SPRpv3+10 e SPRpv3+1, sobre discos foliares de 11
cultivares/gendtipos testadoras resistentes e suscetiveis aos seis dias apos a inoculagao.

PC21 PU21 SPRpv3  SPRpv10 SPRpv3+10 SPRpv3+1
Cabernet Sauvignon :
(suscetivel)
Felicia
(Rpv3.1 e Rpv3.3)
Regent
(Rpv3.1)

Calardis Blanc
(Rpv3.1 e Rpv3.2)

Cabernet Carbon
(Rpv10)

Cabernet Cantor
(Rpv10, Rpv3.1 e
Rpv3.3)

Baron
(Rpv10 e Rpv3.3)

Gf£.2004-043-0021
(Rpvl e Rpv3.3)

Gf1.2004-043-0024
(Rpvl e Rpv3.3)

Sauvignon Kretos
(Rpv12)

Soreli
(Rpvi2 e Rpv3.1)
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PC21: Populagdo Curitibanos; PU21: populacao Urussanga; SPRpv3: Subpopulacao
coletada de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga; SPRpv10: Subpopulagdo
coletada de hospedeiro contendo RpvI0 em Urussanga; SPRpv3+10: Subpopulagdo
coletada de hospedeiro contendo Rpv3+Rpvi0) em Urussanga; SPRpv3+1:
Subpopulagio coletada de hospedeiro contendo Rpv3+RpvI em Urussanga.

5.2 POTENCIAL DE DISPERSAO

Nas Figuras 9 e 10 s3o apresentados os dados referentes a producdo de
esporangios (potencial de dispersdo) das populagdes e subpopulagdes estudadas, quando
inoculadas nas 11 cultivares/gendtipos de videira testadoras. Tanto a cultivar suscetivel
quanto as cultivares que possuem apenas o alelo Rpv3, independentemente do haplotipo,
apresentaram expressiva producdo de esporangios do patdégeno quando inoculadas com
ambas as populacdes (PU21 e PC21). Desta forma, ambas as populagdes de P. viticola
possuem isolados com plena capacidade de infec¢do e esporulacdo nestes genotipos,
apresentando alto potencial de dispersao com uma produg¢ao média de esporos superior
as 14.4 x 10® esporos mL™".

Os gendtipos que possuem os alelos de resisténcia Rpv3.I+RpvI apresentaram,
no geral, producdo baixa de esporangios (Figura 9). No entanto, o gendtipo Gf.2004-
043-0021 ao ser inoculado por PU21 e o gendtipo Gf.2004-043-0024 ao ser inoculado
com a populagdo PC21 manifestaram a produ¢dao média de esporos por disco foliar
superior a 6.1 x 10® 8.8 x103 esporos por mL™!, respectivamente.

As cultivares que possuem os alelos RpvI0 isolados ou em combinag¢do com
haplotipos de Rpv3 apresentaram produgdo de esporangios média inferior a 1.2 x 10?
esporos mL™! (Figura 9). As cultivares que possuem os alelos Rpvi2, isolado ou
combinado com Rpv3.1, se mostraram imunes as populacdes PC21 e PU21, ndo tendo

sido identificado a producdo de esporangios de P. viticola nestas.
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Grafico 1: Box Plot representando os dados de produgdo de esporangios (esporos por
mL-1) de P. viticola aos sete dias apds a inoculagdo das populagdes de isolados PC21 e
PU21 sobre cultivares/genotipos testadoras suscetivel e com diferentes alelos de
resisténcia ao mildio.
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PC21= Populacdo de P. viticola coletada em Curitibanos; PU21 = Populacao de P.
viticola coletada em Urussanga; X= Média; — = Mediana.

Todas as subpopulagdes foram capazes de gerar alta producdo de esporangios
quando inoculados na cultivar suscetivel Cabernet Sauvignon, sendo observada a
produgio superior a 38 x 103 esporos por mL! (Figura 10). Nas cultivares que possuem
somente os haplotipos Rpv3 também foi observada alta produgdo de esporangios
(produgdo média superior a 22 x 10* esporos por mL™!) quando inoculadas com as
subpopulagdes coletadas de hospedeiros contendo os alelos Rpv3 e Rpvi+3.1 (SPRpv3
e SPRpv3+1). Por outro lado, nestas mesmas cultivares foi observada a menor produgdo
de esporangios quando inoculadas com as subpopulagdes SPRpv10 e SPRpv3+10.

Os genotipos que possuem os alelos de resisténcia Rpv3./+Rpvi apresentaram
producao baixa de esporangios (Figura 10). No entanto, foi possivel observar que o
genotipo Gf.2004-043-0021 ao ser inoculado por SPRpv3 e SPRpv3+1 gerou uma
producdo média de esporangios entre 6.9 € 9.7 x 10® esporos por mL™!. Também foi
possivel observar que o genotipo Gf.2004-043-0024 ao ser inoculado pelas
subpopulagdes de P. viticola SPRpv3 e SPRpv3+1, apresentou producdo média de

esporangios que variou de 4.4 a 5.8 x10? esporos por mL!.
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As cultivares que possuem o alelo Rpv/( manifestaram producdo de esporangios
inferior a 6.9 x 10® esporos por mL™!. As cultivares Soreli e Sauvignon Kretos, que
possuem o alelo Rpvi2, ndo apresentaram desenvolvimento de esporangidéforos no
tecido foliar, tendo se mostrado imunes a todas as populagdes e subpopulagdes do

patogeno testadas.

Grafico 2: Box Plot representando os dados de producdo de esporangios (esporos por
mL-1) de P. viticola aos sete dias ap6s a inoculacdo das subpopulacdes de isolados
SPRpv3, SPRpv10, SPRpv3+10 e SPRpv3+1 sobre cultivares/genotipos testadoras
suscetivel e com diferentes alelos de resisténcia ao mildio.
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SPRpv3: Subpopulacdo coletada de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga;
SPRpv10: Subpopulacdo coletada de hospedeiro contendo Rpvi() em Urussanga;
SPRpv3+10: Subpopulagdo coletada de hospedeiro contendo Rpv3+Rpvi() em
Urussanga; SPRpv3+1: Subpopulacdo coletada de hospedeiro contendo Rpv3+RpvI em
Urussanga; X= Média; — = Mediana.

53 RESPOSTA DOS ALELOS Rpv3d A INOCULACAO DA
SUSPENSOES PU20 E PU21

Os resultados de severidade, incidéncia e nota da escala OIV 452-1 referentes a

inoculagdo com as populagdes de esporos coletados no municipio de Urussanga nos

ciclos de cultivos 2019/2020 e 2020/2021 (PU20 e PU21) nas cultivares/gendtipos

Cabernet Sauvignon, Felicia, Regent, Calardis Blanc e Gt.2004-043-0024 sao

apresentados na Tabela 5. Nao foram observadas diferencas significativas atribuidas ao

ano de coleta sobre a severidade, incidéncia e nota da estaca OIV 452-1. As cultivares
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Felicia (Rpv3.1+Rpv3.3) e Regent (Rpv3.1) nao diferiram estatisticamente da cultivar
suscetivel Cabernet Sauvignon quanto a severidade da doenga e apresentaram incidéncia
e nota da escala OIV 452-1 idéntica a Cabernet Sauvignon. A cultivar Calardis Blanc,
por outro lado, se mostrou mais eficiente que as demais cultivares que possuem somente
os haplotipos Rpv3, tendo apresentado menor severidade da doenga nos dois anos de
testes (Tabela 5). Estes resultados tornam visivel a erosdo de resisténcia conferida pelos
alelos Rpv3 no presente estudo, porém em menor intensidade ao alelo Rpv3.2, ou a

combinagdo Rpv3.1+3.2.

Tabela 5: Efeito da inoculacdo das suspensdes de esporangios de P. viticola da
populagdo PU20 e PU21 sobre cultivares contendo os diferentes haplétipos Rpv3 ou
Rpv3.1+Rpvl em comparacdo com hospedeiros suscetivel, nos anos de 2020 e 2021.

PU20 PU21

Cultivar Severidade Incidéncia  OIV | Severidade Incidéncia OIV

(%) (%) 451-2 (%) (%) 451-2
Cabernet Sauvignon | 57.4 a 100 a 1 523a 100 a 1
Felicia 56.8 a 100 a 1 46.7 a 100 a 1
Regent 593 a 100 a 1 49.8 a 100 a 1
Calardis Blanc 46.1 b 100 a 3 345D 100 a 3
G1.2004-043-0024 6.6 ¢c 66.7b 7 0.0c 0.0b 9
CV% 9.9 13.4 23.5 10.9 0.0 14.6

A severidade e incidéncia foi submetida ao teste Tukey a 5% de significancia; A nota
OIV452-1 exposta ¢ referente moda dos dados; CV: Coeficiente de variacdo; PU2020:
Populacao Urussanga 2020; PU: Popula¢do Urussanga 2021;

Foi possivel observar que o alelo Rpv3.1, quando piramidado ao alelo Rpvl,
apresentou menor severidade, incidéncia da doenca e maior nivel de resisténcia que as

demais cultivares listadas na Tabela 5.
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6. DISCUSSAO
6.1 NIVEIS DE RESISTENCIA

Diferentes niveis de resisténcia foram observados nas 10 cultivares/genotipos
testadoras que contém os principais alelos de resisténcia Rpv usados no melhoramento
genético da videira, quando inoculadas por duas populagdes de P. viticola, coletadas em
dois locais (Urussanga e Curitibanos) do estado de Santa Catarina, € quatro
subpopulagdes, coletadas em Urussanga. Diferengas na incidéncia, severidade e na nota
da escala OIV 452-1 foram observadas em discos foliares dependendo da presenca do(s)
alelo(s) Rpv e da origem das suspensdes do indculo. Resultados semelhantes foram
observados recentemente por Heyman et al. (2021) na Alemanha.

Dentre os alelos de resisténcia testados, o Rpvi2 se destacou como a fonte de
resisténcia mais eficiente contra o mildio da videira no presente trabalho. Originalmente
introgredido da espécie V. amurensis, o alelo RpvI2 ¢ um recurso valioso ao
melhoramento da videira (Venuti et al., 2013). Estudos tem demostrado que o alelo
Rpvi2 confere alto nivel de resisténcia ao P. viticola, seja quando utilizado
isoladamente ou piramidado com outro alelo de resisténcia (Heyman et al., 2021;
Possamai et al., 2020). Embora ndo tenha sido identificado o desenvolvimento de
esporulagdes no tecido foliar de cultivares que carregam o alelo RpvI2 no presente
estudo, isolados que superaram esta fonte de resisténcia ja foram relatados na Europa
(Wingerter et al., 2021). Estudo realizado na Europa observou que o alelo Rpvi2
confere maior velocidade de ativagdo do sistema de defesa e maior acimulo de
metabolitos associados a defesa da planta logo ap6s a infec¢do do patdégeno quando
comparado ao Rpv3.1, (Chitarrini et al., 2020).

O alelo Rpvi0, assim como o RpvI2, tem sido descrito como uma fonte de
resisténcia ao P. viticola eficiente (Bove; Rossi, 2020; Zini et al., 2019). Também de
origem Asiatica, essa fonte de resisténcia apresenta potencial de resposta imune a
infeccdo pelo mildio da videira, em especial quando piramidado a outras fontes de
resisténcia (Zini et al., 2019). Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com
estas afirmagdes, visto que foi observada baixa severidade da doenga e niveis de
resisténcia altos nas cultivares C. Carbon, C. Cantor e Baron.

Embora ambos os alelos RpvI0 e Rpvi2 tenham sido introgredidos da espécie
asiatica V. amurensis (Schwander et al., 2012 e Venuti et al., 2013), diferenca quanto a
eficiéncia de resposta foi observada. Enquanto Rpv/2 suprimiu completamente o

desenvolvimento de esporulacdes na superficie abaxial foliar, esporulagdes foram
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observadas em cultivares contendo RpvI(. Superioridade no nivel de resisténcia do gene
Rpvi2 em relagdo ao RpvI0 foram descritos também por Possamai et al. (2020), que no
estudo em questdo observou nivel de esporulagdo moderada associada ao alelo Rpvi0 e
esporulagdo baixa ou nula associada ao gene Rpvi2. Outro estudo também atribuiu alto
nivel de resisténcia ao alelo RpvI0, contudo, no artigo em questdo foi identificado um
isolado capaz de gerar altos indices de severidade da doenga em discos foliares, fato que
confere fragilidade a durabilidade da resisténcia desempenhada pelo alelo Rpvi0
(Heyman et al., 2021).

Estudos tém confirmado que a combinagdo do alelo RpvI0 e os haplotipos Rpv3
gera incremento de eficiéncia de defesa da planta (Schwander et al., 2012; Venuti et al.,
2013; Possamai et al., 2020). No entanto, o mesmo ndo foi detectado no presente
estudo, uma vez que as cultivares que possuem somente os alelos RpvI0 (C. Carbon) e
Rpvi2 (S. Kretus) ndo diferiram das cultivares contendo estes alelos piramidados com o
alelo Rpv3 (Figuras 7 e 8, Tabelas complementares 4 ¢ 6). Apesar de a combinagao de
dois alelos Rpv ndo necessariamente representar um acréscimo no nivel de resisténcia da
planta, se assume que h4 uma barreira adicional que prové maior seguranga quanto a
durabilidade de resisténcia (Zini et al., 2019).

Outro alelo de resisténcia amplamente utilizado no melhoramento da videira € o
Rpvl, de origem americana, introgredido de Muscadinia rotundifolia, que confere
resisténcia parcial ao mildio da videira (Merdinoglu et al., 2003). Embora ndo tenha
sido avaliado isoladamente no presente estudo, ensaios de resisténcia em discos foliares
realizados no Brasil também observaram resisténcia parcial (Sanchez-Mora et al., 2017;
Saifert et al., 2018). O alelo foi o primeiro alelo funcionalmente caracterizado (Feechan
et al., 2013). Estudos sugerem que a resisténcia parcial conferida pelo alelo Rpv/ ndo
possui risco iminente de perda de efetividade na Europa (Heyman et al., 2021).

Estudos anteriores observaram importante efeito aditivo na resisténcia do alelo
RpvI na piramidacao com o alelo Rpv3.1 (Eibach et al., 2007; Nascimento-Gavioli et
al., 2017; Saifert et al., 2018). O mesmo efeito foi observado no presente trabalho, onde
a combinagao destes permitiu baixo nivel de severidade e boa resposta de resisténcia em
comparagdo a cultivares que possuem somente haploétipos Rpv3 (Figura 7, 8 e Tabela 5).
No entanto, foi possivel observar desenvolvimento consideravel de esporangidéforos em
discos foliares do material Gf.2004-043-0024, quando este foi inoculado com a
suspensdao PC21 (Figura 8). Isso aponta para um possivel processo de adaptacido do P.

viticola aos mecanismos de defesas conferidos pelos alelos RpvI e Rpv3.1 associados.
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Até o momento nao ha relatos de isolados que tenham superado a resisténcia dos alelos
Rpvl e Rpv3.1 piramidados. Entretanto, ha a descricdo de isolados que superaram os
alelos RpvI2 e Rpv3.l combinados (Wingerter et al., 2021), fato que indica a
possibilidade de 0 mesmo ocorrer em outras combinagdes de alelos Rpv piramidados.

Isolado de espécies nativas da América do Norte, o alelo Rpv3 foi inicialmente
mapeado na cultivar Regent (Welter et al., 2007). Sete haploétipos foram descobertos no
loco génico (Di Gaspero et al., 2011), sendo que somente trés deles foram devidamente
mapeados e seu efeito sobre o mildio caracterizados (Welter et al., 2007, Zyprian, et al.,
2016, Vezzulli, et al., 2019). Os trés haplétipos de Rpv3 conferem resisténcia parcial ao
mildio, em concordancia com o encontrado no Brasil (Sanchez-Mora et al., 2017;
Saifert et al., 2018). No entanto, t€ém sido identificados inumeros isolados que
quebraram a resisténcia conferida por estes alelos de resisténcia na Europa (Peressotti et
al., 2010; Delmotte et al., 2014; Delmas et al., 2016; e Heyman et al., 2021).

Nossos resultados sugerem que os haplotipos Rpv3, possuem o menor efeito de
resisténcia dentre os diferentes alelos testados isoladamente. Estes resultados vao ao
encontro do observado por Tomazetti et al. (2020), que observou maior diversidade
genética de isolados coletados da cultivar com a combinacdo Rpv3./+Rpv3.3 quando
comparado ao hospedeiro que carrega Rpv3.I+Rpv3.2. Em concordiancia com o
presente trabalho, experimento de inoculagdo artificial realizado na Europa, relatou
diferencas no nivel de resisténcia atribuidos aos diferentes haplétipos de Rpv3 (Heyman
et al., 2021). No artigo em questdo foi possivel observar superioridade do alelo Rpv3.1
em relagcdo ao Rpv3.2 e Rpv3.3. Estes resultados contrastam, no entanto, com o exposto

por Zini et al. (2019), que nao observou superioridade do Rpv3./ em relagdo ao Rpv3.2.

6.2 EROSAO DA RESISTENCIA DOS ALELOS Rpv3.1 E Rpv3.3

O efeito de um alelo de resisténcia parcial estd relacionado ao custo que o
patdgeno tem ao infectar o hospedeiro e gerar descendentes (Delmas et al., 2016). Os
resultados do presente estudo mostraram que as cultivares Felicia e Regent
apresentaram a mesma severidade e nota da escala OIV 452-1, que a cultivar suscetivel
(Tabela 5), exceto quando inoculadas com suspensdes das subpopulagdes SPRpv10 e
SPRpv3+10 (Figura 7 e 9). Estes resultados evidenciam a erosdo da resisténcia
conferida pelos alelos Rpv3.I e Rpv3.3. E possivel observar ainda que a cultivar
Calardis Blanc, que possui os alelos Rpv3.1 e Rpv3.2, se mostrou pouco resistente,

embora esta tenha sido superior a Felicia, Regent e Cabernet Sauvignon (Tabela 5).
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O primeiro relato de superacao de resisténcia ao mildio da videira foi descrito na
cultivar Bianca, que possui o alelo Rpv3.I (Peressotti et al., 2010). Mais tarde, em
experimentos utilizando isolados de P. viticola coletados na Franca, Alemanha e
Hungria, foi observado perdas na eficiéncia da resisténcia da cultivar ‘Regent’,
conferida pelo loco Rpv3.1 (Delmotte et al., 2014). Ainda referente aos haplotipos Rpv3,
Heyman et al. (2021) relatou a ineficiéncia de resisténcia dos genes Rpv3.2 e Rpv3.3.
quando inoculados por diferentes isolados puros de P. viticola.

No Brasil, a diversidade genética do patogeno observada (Tomazetti et al.,
2020), aliada a ocorréncia da reproducao sexuada (Bitencourt et al., 2021) do P. viticola
no estado de Santa Catarina, indicam alta possibilidade de selecdo de isolados
plenamente adaptados a genes de resisténcia parcial. Os resultados obtidos no presente
trabalho comprovam a presenga de isolados nas populacdes do patdogeno de Santa
Catarina com amplo potencial de desenvolvimento de esporulagdes em discos foliares
de cultivares que carregam somente o alelo Rpv3 (Figura 8), indicando a superagdo da
resisténcia destes alelos. Adicionalmente, ndo foi possivel observar efeito aditivo de
resisténcia dos alelos Rpv3.l] e Rpv3.3 associados ao RpvI(0 no presente estudo,
semelhante ao observado por Zini et al. (2019). Entretanto, outros estudos descreveram
um acréscimo significativo na eficiéncia de defesa de plantas que possuem a
piramidacao dos alelos RpvI0 e Rpv3.3 (Frobel et al., 2019; Possamai et al., 2020).
Dessa forma, ¢ possivel pressupor que os haplotipos Rpv3.l e Rpv3.3 tiveram
mecanismo de defesa totalmente superadas no estado de Santa Catarina.

Vale ressaltar que embora haja isolados que superaram a barreira de defesa
conferida pelos haplotipos Rpv3.I e Rpv3.3, foram identificados isolados de
subpopulagdes que ndo foram capazes de desenvolver resposta de suscetibilidade nas
cultivares Felicia e Regente. Os isolados coletados de hospedeiros que possuem o alelo
Rpv10, isolado ou em conjunto com haploétipos Rpv3, ndo desenvolveram severidade da
doenca em intensidade semelhante ao observado na cultivar suscetivel Cabernet
Sauvignon (Figura 7 e 9). Contudo, quando inoculadas as quatro subpopula¢des sobre
cultivares que possuem o alelo RpvI0 (C. Carbon, C. Cantor e Baron), foi possivel
observar que isolados coletados de hospedeiros que contém os alelos RpvI0+Rpv3
produziram maior severidade da doenga nas cultivares C. Carbon e C. Cantor (Tabela
complementar 7), diferente das populacdes PC e PU (Tabela complementar 5), que nao

diferiram entre si. Isso mostra diferencas no nivel de adaptacdo de isolados a
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hospedeiros especificos, € um risco a superacao do alelo Rpvi0, que segundo Heyman

et al. (2021) ¢ uma fonte resisténcia fragil quanto a durabilidade da resisténcia.

6.3 ADAPTACAO DE POPULACOES E SUBPOPULACOES DE P.
viticola.

A cultivar Cabernet Sauvignon, que nao possui alelos de resisténcia ao mildio da videira
de grande efeito, assim como esperado, se mostrou altamente suscetivel a todas as
suspensoes de esporangios. Ao analisar isolados de P. viticola, um estudo observou o
acréscimo na agressividade de isolados coletados das cultivares ‘Regent’, ‘Bronner’ e
‘Prior’, quando inoculados em plantas suscetiveis (Delmas et al., 2016). Este efeito ndo
foi observado no presente trabalho, onde a cultivar suscetivel Cabernet Sauvignon ao
ser inoculada com suspensoes coletadas de diferentes combinagdes de hospedeiros, nao
apresentou diferencas significativas quanto a severidade da doenga (Tabela
complementar 3).

Foi possivel observar ainda, diferengas na intensidade de esporulagdo geradas
pelas diferentes populagdes e subpopulagdes de P. viticola quando inoculadas nas
cultivares/gendtipos testadores (Figuras 7 e 8). Estes resultados sdo congruentes com os
encontrados por Tomazetti et al. (2020), onde analises da estrutura genética
populacional do patdgeno em Santa Catarina indicou a presencga de alelos de resisténcia
nos hospedeiros como o principal fator que influenciou a diversidade genética de P.
viticola. Os autores do estudo também constataram a presenga de alelos exclusivos nos
hospedeiros em funcdo da combinacdo de alelos Rpv que estes carregavam,
evidenciando a presenga de isolados de P. viticola em processo de adaptagdo a
diferentes fontes de resisténcia (Tomazetti et al., 2020).

Ao analisar a severidade da doenca gerada pela subpopulagdo de isolados
SPRpv3, coletada de hospedeiros contendo somente haplotipos Rpv3, foi possivel
observar resultados semelhantes as populagdes PC21 e PU21. Também foi possivel
observar resposta de suscetibilidade e méxima severidade da doenca em cultivares
contendo os haplotipos Rpv3 e a cultivar Cabernet Sauvignon quando inoculadas por
SPRpv3 (Figura 7). Dentre os hospedeiros que possuem alelos de resisténcia ao mildio
no estado de Santa Catarina, as cultivares que contém os haplotipos Rpv3 apresentaram
a maior diversidade de isolados em seu tecido foliar (Tomazetti et al., 2020). Contudo,
ndo havendo diferengas entre hospedeiros suscetiveis e hospedeiros contendo alelos de

resisténcia, ¢ possivel sugerir que o patdogeno nao possui dificuldade ou custo ao seu
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desenvolvimento (fitness costs), o que configura superacao da resisténcia (Delmas et al.,
2016). Isso ¢ facilitado pelo processo evolutivo atribuido ao oomiceto P. viticola, que
tende a selecionar individuos adaptados a fontes parciais de resisténcia (Delmotte et al.,
2014).

No presente estudo foi observado que as subpopulagdes apresentam maiores
discrepancias entre si no que se refere a severidade da doenca causada nos discos
foliares, o que ¢ menos evidente quando comparadas as duas populagdes de isolados
PC21 e PU21 (Figuras 7 e 8). Isto possivelmente se deve ao fato de as amostragens das
populagdes de P. viticola reunirem isolados adaptados ou parcialmente adaptados a
todos os hospedeiros que manifestaram esporulacdes da doenga a campo, enquanto que
as subpopulagdes selecionaram isolados adaptados ao grupo especifico de hospedeiros.

A capacidade de dispersao do P. viticola esta diretamente relacionada aumento
da frequéncia de isolados adaptados a genes de resisténcia. Quanto maior o nivel de
adaptacdo do patdgeno, maior a perpetuagdo de descendentes e maior o potencial de
dispersao (Delmas et al., 2014). Nossos resultados mostram tendéncias claras associadas
ao potencial de dispersdo gerado pelas diferentes populagdes e subpopulagoes de P.
viticola. Foi observada alta producdo de esporangios tanto na cultivar Cabernet
Sauvignon e nas cultivares contendo os haplotipos Rpv3, exceto quando inoculadas por
SPRpv10 e SPRpv3+10. Semelhante ao descrito por Peressotti et al. (2010), que
identificou um isolado capaz de gerar esporulagdes na cultivar Bianca (Rpv3.1) em
densidade semelhante ao observado na cultivar suscetivel Chardonnay (Figuras 9 e 10).

Também, ndo foi observado nenhuma populagdo e subpopula¢do de isolados
capaz de gerar alta producao de esporangios em discos foliares de cultivares contendo
os alelos Rpvi0. Nivel semelhante de produ¢do de esporangios foi observado por Bove
et al. (2020). Contudo, o experimento em questdo que caracterizou o nivel de resisténcia
de diferentes alelos Rpv, observou igual nivel de producao de esporangios associados
tanto ao alelo RpvI0, quanto para o alelo RpvI2 e os haplotipos Rpv3. Resultado
diferente do observado no presente trabalho (Figura 9 e 10).

A distribui¢do de isolados adaptados a alelos de resisténcia estd diretamente
relacionada a dinamica populacional do patdgeno e na pressdo de selecdo exercida no
manejo e cultivo dos hospedeiros (Mcdonald; Linde, 2002). O modelo de
experimentacdo testado no presente trabalho tem por diferencial avaliar amostras
amplas de isolados de P. viticola, permitindo uma analise geral do comportamento da

populagdo do patodgeno.
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6.4 RISCOS AO MELHORAMENTO DA VIDEIRA NO BRASIL

A superacdo do efeito de alelos de resisténcia ¢ um risco ao processo de
melhoramento da videira para resisténcia a doencas. A capacidade do patégeno em
infectar o hospedeiro e se perpetuar por meio da produgcdo e disseminagdo de
esporangios estd diretamente relacionada ao risco de superagao do efeito de alelos Rpv
pelo oomiceto P. viticola (Delmas et al., 2014). De acordo com Delmotte et al. (2014),
ap6s a introducao da cultivar Regent em uma determinada regido da Franca, foram
necessarios somente cinco anos até a superacdo da resisténcia do alelo Rpv3.I pela
populacdo do patégeno.

Tomazetti et al. (2020) ao analisar a estrutura genética de populagdes de P.
viticola coletadas no municipio de Urussanga e Curitibanos, identificou alelos comuns a
ambos os locais, 0 que sugere troca ou compartilhamento de material genético entre
ambas as regides. O desenvolvimento de esporulagdes de mildio e produgdo
consideravel de esporangios em tecido foliar de materiais como Gf.2004-043-0024 e
Baron ao serem inoculadas por populacdo e subpopulacdes de P. viticola, sugere que
esteja havendo um processo de selecdo de isolados adaptados ndo somente aos
haplotipos Rpv3, mas também RpvI e RpvI0 no estado de Santa Catarina.

Ao se observar a produgdo de esporingios em cultivares contendo os alelos
Rpvl, Rpv3, e Rpvi0 (Figuras 9 e 10), € possivel aferir que ha a perpetuacdo de isolados
adaptados ou parcialmente adaptados a estas fontes de resisténcia. Sabendo da
existéncia da reprodugdo sexuada do P. viticola no estado de Santa Catarina (Bitencourt
et al., 2021), hé consideravel risco de recombinacdo entre estes isolados e consequente
selecdo de isolados com a capacidade quebrar a resisténcia conferida por estes alelos
mesmo que piramidados. Deste modo, estratégias de melhoramento e de dispersdao
destes alelos em condicdes de cultivo precisam ser definidas, para evitar a erosao total
destes alelos de resisténcia.

Contudo, a piramidacdo de alelos de resisténcia tem se mostrado até entdo
eficiente no aumento da resisténcia ao P. viticola (Saifert et al., 2018) e uma alternativa
no aumento da durabilidade de resisténcia em cultivares PIWI. Entretanto, caso haja
superacdo da resisténcia conferidas por estes alelos de resisténcia amplamente
utilizados, a exemplo dos haplétipos Rpv3, a sua utilizagdo passa a se torna ineficiente

para a composicao de piramides de alelos
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A metodologia empregada no presente trabalho ¢ inédita em estudos com o P.
viticola, possibilitando a andlise fenotipica de amostras de populacdes e subpopulacdes
do patogeno. Dessa forma, os resultados obtidos nos experimentos possibilitam a
visualizagdo de dinamicas semelhantes aos ocorridos a campo. Os resultados
encontrados neste estudo de dissertagdo fornecem informagdes relevantes quanto ao
nivel de resisténcia que diferentes alelos Rpv apresentam frente a diferentes populagdes

e subpopulagdes de P. viticola no estado de Santa Catarina.
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7. CONCLUSOES

Rpvi2 ¢ o alelo de maior efeito de resisténcia quando desafiado com populagdes
de mildio coletados no estado de Santa Catarina, seguido pelo alelo Rpv10.

Hé uma erosao da resisténcia conferida pelos alelos Rpv3, particularmente nos
haplotipos Rpv3.1 e Rpv3.3, no estado de Santa Catarina.

Nao foi detectado efeito aditivo dos haplétipos Rpv3.l e Rpv3.3 quando
piramidados ao alelo Rpv10.

Ha isolados de P. viticola com potencial de superacao da resisténcia dos alelos

piramidados Rpv3.1+Rpvi.3 e Rpvi0+Rpv3.1 no estado de Santa Catarina.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo resultou em informagdes valiosas quanto ao nivel de
eficiéncia que diferentes alelos de resisténcia Rpv apresentam no estado de Santa
Catarina ¢ a presenca de isolados de P. viticola com potencial de superagao da
resisténcia dos diferentes haplotipos Rpv3.

Estudos complementares de caracterizagdo do perfil genético associado as
inoculagdes cruzadas das populagdes e subpopulacdes de P. viticola em diferentes
cultivares PIWI sdo um complemento importante ao trabalho, permitindo a analise da
distribuicdo de alelos em fun¢do da presenca de genes Rpv nos hospedeiros.

Com base nas avaliagdes fenotipicas ¢ possivel selecionar isolados puros com
potencial superacdo de genes Rpv isolados ou em combinagdo no estado de Santa
Catarina, isso possibilita a execuc¢do de estudos aprofundados quanto a adaptacao destes
patdgenos a mecanismos genéticos de resisténcia.

A continuidade deste trabalho contribuird com o entendimento inédito da
interagdo patogenos hospedeiro entre isolados com superagao de resisténcia a genes Rpv
e cultivares PIWI. Dessa forma, estudos futuros tem potencial contribui¢do na

elaboracdo de estratégias de melhoramento e manejo sustentavel da videira.
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10. DADOS COMPLEMENTARES

Tabela complementar 1: Teste de Freedman seguido do teste Dunns’s a 5% de
significancia para Severidade em porcentagem do tecido foliar coberto por
esporulagdes, referente a inoculagdo cruzada de 11 cultivares com diferentes niveis de
resisténcia por diferentes suspensdes de isolados de P. viticola.

PC21  PU2L  SPRpv3 SPRpvi0 ~ RPY3 SPRpV3

Cultivar +10 +1

Cabernet Sauvignon 45.5 a 523 a 46.0 a 454 * 43.1 a 424 a
Felicia 459 a 46.7 a 458 a 15.6 30.5 a 41.1 a
Regent 499 a 498 a 40.2 ab 7.6 258 ab 432 a
Calardis Blanc 30.6 ab 345 ab 427 ab 18.2 183 ab  30.6 ab
Cabernet Carbon 3.7 ab 4.0 ab 3.0 ab 0.0 7.6 ab 1.0 ab
Cabernet Cantor 1.7 ab 4.6 ab 34 ab 3.8 11.3 ab 2.1 ab
Baron 5.4 ab 4.3 ab 8.8 ab 0.0 2.2 ab 2.6 ab
Solaris 3.5 ab 150 ab 27.5 ab 11.0 22.5 ab 14.3 ab
Gf.2004-043-0021 43 ab 213 ab 139 ab 0.0 4.5 ab 7.0 ab
Gf.2004-043-0024 17.5 ab 00 b 7.6 ab 0.0 1.9 ab 3.5 ab
Soreli 00 b 00 b 00 b 0.0 00 b 00 b
Sauvignon Kretos 0.0 b 0.0 b 0.0 b 0.0 0.0 b 00 b
CV% 19.7 16.2 18.7 31.6 32.7 15.8

* Segundo o teste ndo paramétrico Friedman ha diferenga entre os dados, no entanto o
teste Dunn’s ndo as identificou; CV%: Coeficiente de variacdo; PC21: Populacao
Curitibanos; PU21: populacdo Urussanga; SPRpv3: SPRpv3: Subpopulagdo 1 coletada
de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga; SPRpv3+10: Subpopulagdo 2 coletada de
hospedeiro contendo RpvI0 em Urussanga; SPRpv10: Subpopulacdo 3 coletada de
hospedeiro contendo RpvI0+3 em Urussanga; SPRpv3+1: Subpopulacio 4 coletada de
hospedeiro contendo RpvI+3 em Urussanga.

Tabela complementar 2: Moda dos resultados da aplicagdo da escala comparativa OIV
452-1 referente a inoculagdo cruzada de 11 cultivares com diferentes niveis de
resisténcia por diferentes suspensdes de isolados de P. viticola.

SPRpv SPRpv3 SPRpv SPRpv
Cultivar pC21 PU21 3 +10 10 3+1

1

p—

Cabernet Sauvignon
Felicia

Regent

Calardis Blanc
Cabernet Carbon
Cabernet Cantor
Baron
Gf.2004-043-0021
Gf.2004-043-0024
Soreli

O N 9 9 9 0 W ==
O O 9 9 9 0 W = ==
O 3 3 3 3] = =
O O O O 3 O D O O
Nl B e e N S Y A R
O N 9 9 9 0 W = =
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Sauvignon Kretos 9 9 9 9 9 9

CV% 215 13.1 15.6 8.0 18.5 15.4

CV%: Coeficiente de variagdo; PC21: Populagdao Curitibanos; PU21: populacio
Urussanga; SPRpv3: Subpopulagdo 1 coletada de hospedeiro contendo Rpv3 em
Urussanga; SPRpv3+10: Subpopulagao 2 coletada de hospedeiro contendo Rpvi(0 em
Urussanga; SPRpv10: Subpopulagdo 3 coletada de hospedeiro contendo RpvI0+3 em
Urussanga; SPRpv3+1: Subpopulagao 4 coletada de hospedeiro contendo RpvI+3 em
Urussanga.

Tabela complementar 3: Teste Tukey a 5% de significancia dos dados de severidade e
incidéncia referente a inoculagao cruzada de diferentes populagdes e subpopulagdes de
P. viticola sobre a cultivar suscetivel Cabernet Sauvignon.

Pop/Sub. pop  Severidade (%) Incidéncia (%)

PC21 45.5ns 100ns
PU21 52.3 100
SPRpv3 46.0 100
SPRpv10 45.4 100
SPRpv3+10 43.1 100
SPRpv3+1 42.4 100
CV% 8.6 0

ns: Diferengas nao significativas para o teste Tukey a 5% de significancia; CV%:
Coeficiente de variagdo; PC21: Populagdo Curitibanos; PU21: populagdo Urussanga;
SPRpv3: Subpopulacdo 1 coletada de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga;
SPRpv3+10: Subpopulagdo 2 coletada de hospedeiro contendo RpvI0 em Urussanga;
SPRpv10: Subpopulacdo 3 coletada de hospedeiro contendo Rpv/0+3 em Urussanga;
SPRpv3+1: Subpopulagdo 4 coletada de hospedeiro contendo Rpv/+3 em Urussanga.

Tabela complementar 4: Teste Tukey a 5% de significancia para a anélise do efeito da
piramidacdo de genes Rpv10 e Rpv3 sobre a severidade da doenca em discos foliares
das cultivares Cabernet Carbon (Rpv10), Cabernet Cantor (Rpv10+ Rpv3.1+Rpv3.3) e
Baron (Rpv10+Rpv3.1) quando inoculadas pelas populagdes de P. viticola PC e PU.

Fator Severidade (%)
Cabernet Carbon 3.833 ns
Cabernet Cantor 3.167
Baron 2.687
P:0.090

Fator Severidade (%)
PC 3.583 ns
PU 2.875
P:0.189

ns: Diferencas ndo significativas para o teste Tukey a 5% de significancia; PC21:
Populagdo Curitibanos; PU21: populagdao Urussanga

Tabela complementar 5: Teste Tukey a 5% de significancia para a anélise da interagdo
entre o efeito da piramidagdo de genes Rpv10 e Rpv3 sobre a severidade da doenga em
discos foliares das cultivares Cabernet Carbon (Rpv10), Cabernet Cantor (Rpv10+
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Rpv3.1+Rpv3.3) e Baron (Rpv10+Rpv3.1) quando inoculadas pelas populagdes de P.
viticola PC e PU.

Severidade (%)
Fator PC PU
Cabernet Carbon 3.7 ab* 40 b
Cabernet Cantor 1.7 aA 4.6 bB
Baron 5.4 bB 0.0 a

P:0.03

*. Diferengas nao significativas para o teste Tukey a 5% de significancia; Letra
minuscula ¢ referente a diferengas na coluna (entre cultivares); Letra maiuscula ¢
referente a diferengas na linha (entre populagdes do patogeno); PC21: Populagdo
Curitibanos; PU21: populagdo Urussanga.

Tabela complementar 6: Teste Tukey a 5% de significancia para a analise do efeito da
piramidacdo de genes Rpv10 e Rpv3 sobre a severidade da doenga em discos foliares
das cultivares Cabernet Carbon (Rpv10), Cabernet Cantor (Rpv10+ Rpv3.1+Rpv3.3) e
Baron (Rpv10+Rpv3.1) quando inoculadas pelas subpopulagdes de P. viticola SPRpv3,
SPRpv3+10, SPRpv10 e SPRpv3+1.

Fator Severidade (%)
Cabernet Carbon 2.9 ns
Cabernet Cantor 5.1

Baron 3.9

P:0.072

Fator Severidade (%)
SPRpv3 50 ab
SPRpv10 1.2 ¢
SPRpv3+10 7.0 a
SPRpv3+1 1.9 bc
P:0.002

ns: Diferencas ndo significativas para o teste Tukey a 5% de significancia; SPRpv3:
Subpopulagdo 1 coletada de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga; SPRpv3+10:
Subpopulagdo 2 coletada de hospedeiro contendo RpvI0 em Urussanga; SPRpv10:
Subpopulagdo 3 coletada de hospedeiro contendo Rpv/0+3 em Urussanga; SPRpv3+1:
Subpopulacgao 4 coletada de hospedeiro contendo Rpv/+3 em Urussanga.

Tabela complementar 7: Teste Tukey a 5% de significancia para a analise da interagao
entre o efeito da piramidagdo de genes Rpv10 e Rpv3 sobre a severidade da doenca em
discos foliares das cultivares Cabernet Carbon (Rpv10), Cabernet Cantor (Rpv10+
Rpv3.1+Rpv3.3) e Baron (Rpv10+Rpv3.1) quando inoculadas pelas subpopulagdes de
P. viticola SPRpv3, SPRpv3+10, SPRpv10 e SPRpv3+1.

Fator Severidade (%)

SPRpv3 SPRpvl0 SPRpv3+10 SPRpv3+1
Cabernet Carbon 3.0 aA 0.0 aA 7.6 bB 1.0 aA
Cabernet Cantor 34 aA 3.8 bA 11.2 ¢cB 2.1 aA
Baron 8.8 bB 0.0 aA 2.2 aA 2.6 aA

P:<0.001
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SPRpv3: Subpopulagdo 1 coletada de hospedeiro contendo Rpv3 em Urussanga;
SPRpv3+10: Subpopulagdo 2 coletada de hospedeiro contendo Rpvi0 em Urussanga;
SPRpv10: Subpopulagdo 3 coletada de hospedeiro contendo Rpvi0+3 em Urussanga;
SPRpv3+1: Subpopulagido 4 coletada de hospedeiro contendo Rpv/+3 em Urussanga.
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