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Avaliacao de uma Metodologia para
Inoculacdo e Caracterizacio In Vivo da
Agressividade de Fungos Associados
as Doencas de Tronco em Videira

Marcus André Kurtz Almanca’
Jamerson Fiorentin?

Daniel Santos Grohs?®
Henrique Pessoa dos Santos*

Resumo — As Doengas de Tronco da Videira (DTV) sdo um dos principais
problemas na viticultura mundial, restringindo producéo e vida util de plantas.
No campo, o estabelecimento dessas doengas é lento, variavel e cruzado
(complexo de fungos), dificultando a selecdo massal de genotipos resistentes.
No presente trabalho, combinaram-se as técnicas de micropropagacao
de plantas e inoculagao controlada para avaliagdo dos primeiros sintomas
de fungos causadores de DTV. Com essa estratégia, objetivou-se uma
caracterizagdo in vivo e rapida da agressividade de diferentes isolados
de fungos, empregando-se o porta-enxerto ‘P1103’ como planta modelo.
Nos ajustes da micropropagagéo, visando sanidade e uniformidade de
crescimento, definiu-se o padrdo de plantas para a inoculagéo (5 a 6 folhas,
20 cm de altura e 3° ou 4° entrené com 0,3 cm de didmetro). Essas plantas
foram inoculadas (fragmentos de meio BDA com fungos isolados) e incubadas
(90 dias), avaliando-se a evolugao do escurecimento interno e o reisolamento
de fungos. Os resultados demonstram que essa estratégia: 1) evitou a
contaminagdo cruzada dos fungos, permitindo uma anadlise independente
de cada isolado; 2) garantiu uma inoculacdo eficiente de todos fungos
causadores de sintomas internos e associados as DTVs; 3) permitiu a analise
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da agressividade de diferentes isolados fungicos que s&o relacionados as
DTVs. Considerando as condigbes favoraveis ao desenvolvimento vegetativo
na incubagéo (casa de vegetacao), a analise in vivo da agressividade dos
fungos se aproxima das condigbes reais de cultivo e das interagdes fungo-
planta que ocorrem no campo. Diante do exposto, a técnica descrita neste
trabalho pode ser uma ferramenta importante tanto para caracterizagéo
dos fungos quanto para analise, em grande escala, da suscetibilidade ou
resisténcia de gendtipos de videira.

Termos para indexagao: doenca de Petri, podriddo-descendente, pé-preto,
micropropagacao.
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Evaluation of a Methodology for Inoculation
and In Vivo Characterization of the
Aggressiveness of Fungi Associated

with Trunk Diseases in Grapevines

Abstract — Grapevine trunk diseases (GTD) are listed among the main
problems in world viticulture, restricting production and plant life. In the field,
the establishment of these diseases is slow, variable and crossed (fungal
complex), making it difficult to select resistant genotypes. In the present work,
the techniques of plant micropropagation and controlled inoculation were
combined to evaluate the first symptoms of fungi associated with GTD. With
this strategy, the objective was an in vivo and rapid characterization of the
aggressiveness of different fungal isolates, using the P1103 rootstock as a
model plant. In the micropropagation adjustments, aiming at the health and
uniformity of growth, the standard of the plants for inoculation was defined (5
to 6 leaves, 20 cm in height, and 3™ or 4™ internodes with 0.3 cm in diame-
ter). These plants were inoculated (fragments of PDA medium with isolated
fungi) and incubated (90 days), evaluating the evolution of internal darkening
and re-isolation of the fungi. The results show that this strategy: 1) avoided
cross contamination by fungi, allowing independent analysis of each isolate;
2) guarantee of efficient inoculation of all fungi causing internal symptoms
and associated with GTD; 3) allowed the analysis of aggressiveness of
different fungal isolates related to GTD. Considering the favorable conditions
for vegetative development during incubation (greenhouse), the in vivo
analysis of fungal aggressiveness is close to real cultivation conditions and
plant-fungus interactions that occur in the field. Therefore, the methodology
described in this work can be an important tool both for the characterization
of fungi and for the large-scale analysis of the susceptibility or resistance of
grapevine genotypes.

Index terms: Petri disease, dieback disease, black-foot disease,
micropropagation.
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Introducao

A vitivinicultura € uma atividade de grande importancia socioecondmica
no cenario agricola brasileiro, estando presente principalmente em pequenas
propriedades familiares no sul do Brasil (Protas; Camargo, 2011). A produgao
nacional ja ultrapassou 1,4 milhdo de toneladas de uva (safra 2019) e em
2020 a area plantada ja atingiu 73.747 hectares, sendo 62,5% no estado do
Rio Grande do Sul. Somente a regido da Serra Gaucha, que engloba varios
municipios da regido noroeste do estado, é responsavel por 85% da produgao
de vinhos no pais (IBGE, 2020; Instituto..., 2020). Apesar dessa relevancia no
cenario nacional, estas regides vitivinicolas do sul do Brasil apresentam altos
indices de precipitagdo pluviométrica, com registros de 1.450 a 1.850 mm/
ano e uma média de 137 mm/més, o que favorece a incidéncia de doencgas
fungicas (Westphalen; Maluf, 2000; Alves; Tonietto, 2015). Portanto, dentre
os fatores impactantes na sustentabilidade destes vinhedos tradicionais no
sul do Brasil, os custos diretos e indiretos impostos pelas doengas fungicas
tém apresentado uma importancia crescente. No conjunto das doencgas, além
das tradicionais de parte aérea (exemplo: mildio e podriddes), também se
destacam os fungos do complexo conhecido como Doengas de Tronco da
Videira (DTVs).

As DTVs estao classificadas entre os principais problemas da viticultura
mundial (Bertsch et al., 2013; De La Fuente et al., 2016; Reis et al., 2019),
por restringirem drasticamente a vida util das plantas e forcarem os
agricultores a realizar o replantio, 0 que aumenta os custos de produgéo.
Neste complexo de DTVs, destacam-se as seguintes doencgas: o declinio
de Eutypa (causado principalmente por Eutypa lata), a doenca de Petri
(causada principalmente por Phaeoacremonium spp., Phaeomoniella
chlamydospora e Cadophora luteo-olivaceae), o complexo de esca (causado
principalmente por Phaeoacremonium spp., Phaeomoniella chlamydospora,
Fomitiporia mediterranea e F. australiensis), o cancro de Botryosphaeria
(causada por fungos da familia Botryosphaeriaceae como Botryosphaeria
spp., Neofusiccocum spp. e Lasiodiplodia spp.) e o pé-preto (causada
principalmente por Campylocarpon spp., Dactylonectria spp., llyonectria
spp.). Com a incidéncia destas doencgas, as videiras manifestam um declinio
de vigor, redugcdo de produgdo e morte precoce, elevando os custos de
manutengdo ou, em casos extremos de elevada infestacéo, restringindo o
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uso viticola das areas infestadas (Munkvold et al., 1994; Gramaje; Armengol,
2011; Mondello et al., 2018; Reis et al., 2019).

As DTVs ocorrem nas principais regides viticolas do mundo. No sul da
Italia, por exemplo, a alta incidéncia do complexo de esca atinge 80% dos
vinhedos (Romanazzi et al., 2009). Mais recentemente, também foi relatado
que a incidéncia das DTVs, e a consequente morte das plantas, estdo
aumentando nos vinhedos da China (Yan et al., 2013). Na provincia canadense
da Columbia Britanica foi registrada a presenca de sintomas das DTVs em
até 90% das videiras (Urbez-Torres et al., 2014). Na Franga, estima-se que
12% das videiras foram economicamente afetadas, devido principalmente
a incidéncia do complexo de esca, com uma perda anual estimada em um
bilhao de euros (Lorch, 2014).

No Brasil, ainda ndo se tem dados referente ao percentual de plantas
infectadas em vinhedos. Entretanto, ja se dispde de registros sobre a
ocorréncia de fungos associados a DTVs em plantas sintomaticas. Nas areas
com declinio de vinhedos na Serra Gaucha, Rusin et al. (2015) observaram
que, em média, 90% das plantas com sintomas de clorose/necrose foliar,
perdas de vigor e morte apresentavam a presenca de, pelo menos, uma
espécie de fungo causador de DTVs. Dentre eles, P. chlamydospora foi o
isolado mais frequente, encontrado em 70,5% das plantas (Obs.: as plantas
tiveram a ocorréncia de mais de um fungo), seguido por Botryosphaeria
spp. e outros géneros relacionados a familia Botryosphaeriaceae (54,9%),
Phaeoacremonium spp. (31,4%) e Cylindrocarpon spp. (7,8%). Trinta isolados
locais de fungos associados a DTVs foram caracterizados molecularmente,
confirmando a ocorréncia de géneros e espécies, como: Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeoacremonium sp., Fusarium sp., llyonectria
macrodidyma, Neofusicoccum parvum e Botryosphaeria dothidea (Berlatto
et al., 2017). A ocorréncia de isolados relacionados as doencas de tronco no
Brasil também foi observada em outros trabalhos, como Correia et al. (2013),
0s quais observaram 32 isolados de espécies dos géneros Botryosphaeria,
Campylocarpon, Lasiodiplodia, Neofusiccocum, Phaeoacremonium e
Phaeomoniella no Nordeste brasileiro, Silva et al. (2017) que obtiveram na
mesma regido 22 isolados de Phaeoacremonium spp. e Ferreira et al. (2017),
que caracterizaram 12 isolados de Phaeoacremonium e Phaeomoniella no
estado de Séo Paulo.
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Quando se confronta a incidéncia destes fungos de tronco com outros
fatores locais associados historicamente ao declinio de vinhedos, como
o inseto Eurhizococcus brasiliensis, conhecido como pérola-da-terra, a
relevancia das DTVs tem sido maior. Em levantamento realizado por Rusin
et al. (2015), destaca-se que a maioria das plantas (90%) com sintomas de
declinio continham ao menos um dos fungos associados as DTVs e, apenas
27,4% das mesmas plantas tinham a presenca de pérola-da-terra nas raizes.

Na analise de sintomas foliares, Zart et al. (2014) observaram clorose
e necrose entre nervuras em plantas de Paulsen 1103 (‘P1103’), gendtipo
popularmente utilizado como porta-enxerto de videira, apds seis meses de
cultivo em areas infestadas naturalmente com pérola-da-terra. Entretanto,
em outro trabalho do mesmo grupo, quando as plantas de ‘P1103" foram
cultivadas em vasos com solo esterilizado e infestado com uma média de 32
cistos/planta e por mais de 20 meses, estes sintomas de clorose e necrose
foliar ndo apareceram (Zart, 2012). No conjunto, esses trabalhos sugerem
que os agentes causais dos sintomas foliares e do declinio e morte das
videiras sdo principalmente as DTVs, sendo que os demais fatores como,
por exemplo, pérola-da-terra, podem estar atuando como coadjuvantes,
debilitando as plantas ou favorecendo o ataque dos fungos de tronco.
Reforgando essa hipoétese, destacam-se os avangos no controle de sintomas
e morte de videiras em parreirais com histérico de declinio em Santa Catarina
com a implantagao de drenos e camalhdes nos parreirais (Dalbo et al., 2015;
Dambros et al., 2016), os quais restringem as condi¢gdes de umidade que
favorecem os fungos de solo.

A principal forma de entrada nas plantas dos fungos das DTVs €& por
ferimentos, que na videira podem ocorrer com maior frequéncia durante
a poda (seca ou em verde) ou nas etapas de produgdo de mudas, como
enxertia e enraizamento (Gramaje; Armengol, 2011; Rolshausen et al., 2010).
Apods a fase inicial de infecgdo, sdo observados escurecimentos internos
nos tecidos em decorréncia do avango dos fungos, podendo comprometer
de modo parcial ou total o fluxo do xilema (Rolshausen et al., 2010). Diante
desta forma de infecgdo, uma acao importante no controle das DTVs é a
protecdo dos ferimentos com produtos quimicos ou bioldgicos (Halleen et
al., 2010). Contudo, no Brasil, ainda ndo se dispde de produtos registrados
que sejam especificos para proteger ferimentos de poda (Brasil, 2020).
Além da protegao dos ferimentos, durante as praticas de poda é fundamental
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combinar a limpeza de tesouras de poda com hipoclorito de sédio entre
plantas, principalmente na remocao das plantas contaminadas, ou partes
delas, com sintomas (Agusti-Brisach et al., 2015).

Qualquer pratica de manejo fitotécnico que impeca a entrada e a
disseminagao das DTVs é muito importante para a preservagao da vida util
dos parreirais. Contudo, em areas de replantio onde ja existe um conjunto de
fatores de estresse biotico, como fungos e insetos, e abidtico, como elevado
teor de cobre no solo, em funcéo do histérico de cultivo e das dificuldades de
controle ambiental, os problemas no estabelecimento e na sobrevivéncia das
plantas sdo maiores. De acordo com Lazzarotto et al. (2016), para recuperar o
capital investido na instalagdo, estimado entre R$ 40 e 50 mil/ha, e apresentar
viabilidade econémica adequada, o parreiral deve ter uma vida util, com
alta produtividade, de no minimo 15 anos. Contudo, hé relatos frequentes
de produtores e técnicos no Rio Grande do Sul e Santa Catarina sobre a
morte antecipada de plantas e o declinio dos parreirais antes dos 10 anos
apos o plantio/replantio, descapitalizando e agravando a situagdo econémica
e financeira dos viticultores (Lazzarotto et al., 2016). Neste cenario, a
adocao de porta-enxertos mais tolerantes se apresenta como uma estratégia
complementar e de grande relevancia para a sustentabilidade destas
areas. No sul do Brasil, o ‘P1103’ tem se destacado como o principal porta-
enxerto, com uma area plantada de 11.368,11 ha (Mello; Machado, 2017).
Uma das razdes que induziram a preferéncia por esse porta-enxerto foi sua
caracteristica de resisténcia a fusariose, uma das doencas associadas aos
sintomas de declinio e morte de plantas (Grigoletti Junior; S6nego, 1993). Em
contrapartida, este porta-enxerto tem apresentado suscetibilidade a maioria
dos fungos causadores das DTVs, como P. chlamydospora, Phaeoacremonium
inflatipes e P. aleophilum (Eskalen et al., 2001), Cylindrocarpon liriodendri e C.
macrodidymum (Alaniz et al., 2010), Neofusicoccum luteum, N. parvum e N.
australe (Billones-Baaijens et al., 2014) e Campylocarpon pseudofasciculare
e llyonectria macrodidyma (Heckler, 2015).

Para o avanc¢o na prospecg¢ao de técnicas de controle ou manejo dos
fungos causadores de DTVs deve-se dispor de condigdes experimentais que
garantam uma interagéo patdégeno-hospedeiro controlada e se aproxime da
realidade de cultivo. A inoculagdo de plantas utilizando fungos de doengas
de tronco pode ter diferentes objetivos, tais como a observagéo de sintomas
externos e internos, microscopia de tecido, estudos de expressao génica, a
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obtencao de plantas resistentes e estudos de viruléncia/agressividade (Alaniz
et al., 2010; Reis et al., 2019; Cavalcanti, 2021).

A analise da agressividade e viruléncia de fitopatégenos é de suma
importancia para trabalhos futuros que visem métodos de controle,
especialmente para obtencao de gendtipos resistentes (Alaniz et al., 2009).
Nesta linha, a diferenca na viruléncia/agressividade tem sido observada
em trabalhos com contrastes entre espécies e dentro das espécies de
Neofusiccocum (Amponsah et al., 2011); entre isolados de Phaeomoniella
chlamydospora e Neofusiccocum parvum (Laveau et al., 2009); entre
espécies e isolados de Phaeoacremonium spp. (Silva et al., 2017) e isolados
de llyonectria spp., obtidos de plantas de videira e de outros hospedeiros
(Cabral et al., 2012).

As estratégias de inoculagéo destes fungos tém sido variadas, envolvendo
calos de plantas micropropagadas, plantulas em meio de cultura (in vitro)
(Cavalcanti, 2021), plantas obtidas a partir de sementes (Alaniz et al., 2009),
plantas adultas (Reis et al., 2019) ou partes de plantas adultas (Liminana et
al., 2009; Alaniz et al., 2010). Inicialmente, destaca-se que o uso de plantas
oriundas de sementes pode ser inviavel, devido a variabilidade genética,
assim como o uso de plantas adultas, que sdo onerosas em tempo e espago
para um comparativo entre gendtipos. Nas estratégias de inoculagdo com
partes de plantas adultas, empregando estacas de sarmentos para obtengao
de mudas, enxertadas ou nao-enxertadas, apesar dos tratamentos prévios
com fungicidas/desinfetantes, em muitos casos ocorrem contaminag¢des
biéticas que sdo oriundas das plantas de origem e que inviabilizam as
analises (Liminana et al., 2009). Além disso, esses ensaios com estacas
também demandam um tempo longo de avaliagédo, podendo atingir 12 meses
Oou mais, caso se considere os tempos de enraizamento, de inoculagao e de
observagéo dos sintomas (Alaniz et al., 2010), o que restringe o uso para
selecdo de gendtipos resistentes em larga escala.

Esses problemas de contaminagdo bidtica sdo facilmente controlados
com o emprego da técnica de inoculagdo em cultivos in vitro, empregando
calos ou plantulas (Cavalcanti, 2021). Contudo, apesar da agilidade e
pequena demanda por espago nas analises em grande escala, as condigbes
de co-cultivo in vitro sdo muito distintas da realidade de cultivo da videira,
favorecendo os fungos em detrimento das plantas (Reis et al., 2019). Além
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disso, considerando que a principal forma de infecgdo natural dos fungos,
associados as DTVs, é por ferimentos (Rolshausen et al., 2010), o simples
co-cultivo in vitro ndo ira reproduzir esta condigdo fundamental. Alguns
autores, como Diaz e Latorre (2014), consideraram esse aspecto e efetuaram
a inoculagao por ferimentos em co-cultivo totalmente in vitro, porém salienta-
se que as videiras ainda estao em condi¢des in vitro durante todo o processo
de avaliagao e os resultados podem ser distintos das condi¢des in vivo ou de
cultivo.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver
uma metodologia parainoculagéo e caracterizacgao in vivo da agressividade de
fungos associados as doencas de tronco em videira por meio da associagéao
da técnica de micropropagacao da videira e inoculagdo controlada para
avaliagao dos sintomas de diferentes isolados fungicos.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido na Embrapa Uva e Vinho, envolvendo as
acbes de micropropagacao e preparo das mudas de videira do genotipo
‘P1103’, e no Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Sul/Campus Bento Gongalves (IFRS-BG), onde foram ajustados
os procedimentos de inoculagdo e analise dos sintomas. Portanto, na
descri¢cao a seguir foram destacadas essas duas partes do método e como
elas se interconectam.

Producgao das mudas micropropagadas

Estacas de ‘P1103’ foram coletadas de sarmentos de ano, em estadio
lenhoso, a partir de plantas matrizes mantidas em vasos de 5,0 L em
telados, no més de julho de 2019 (plantas em dorméncia). Estas estacas,
com 30 cm de comprimento, foram enraizadas em vasos de 3,0 L, em estufa
climatizada em temperatura de 25 a 27 °C, umidade em torno de 70%, sem
controle de iluminacdo, até obtencdo das brotagdes. O substrato utilizado
para enraizamento foi constituido por uma mistura de turfa do musgo
Sphagnum, solo autoclavado a 130 °C por 45 min, e vermiculita expandida,
de granulometria fina, na proporgéo 2:1:0,5. As brotagdes foram coletadas
quando apresentavam aproximadamente 30 cm (em torno de 90 dias apos
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o plantio das estacas). Em torno de sete dias antes da coleta foi realizada a
pulverizagdo com fungicidas a base de captana (na dosagem de 0,0048 g
de ingrediente ativo L'). Destes brotos, segmentos nodais individuais foram
obtidos das por¢des apicais (=10 mm) por meio de corte bisturi em secao
transversa sobre placa de Petri. Imediatamente, os explantes foram imersos
em alcool 70% (v/v) e agitados manualmente durante um minuto, em cabine
de fluxo laminar vertical, seguido de imersdo em hipoclorito de sodio 1% (v/v),
contendo 0,02% (v/v) de Tween 20 e novamente agitados por 20 minutos.
Posteriormente, os segmentos foram lavados trés vezes sucessivamente
com agua estéril. Foram entdo inoculados em frascos de cultivo contendo
12 mL de meio MS/2, que corresponde a metade da concentracado dos sais
minerais empregados no MS padrdo, conforme descrito por Murashige e
Skoog (1962). Adicionalmente, o meio MS/2 foi suplementado com 30 g L™
de sacarose, 6 g L' de agar, 0,5 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP) e o pH
foi ajustado para 5,8. O estabelecimento in vitro foi realizado ao longo de 30-
45 dias em camara de crescimento, com temperatura de 25 + 2 °C, 70% de
umidade relativa, com fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 72
ME m? s, proveniente de lampadas de LED. Apds este periodo, as plantas in
vitro foram submetidas a dois subcultivos sucessivos. Este procedimento teve
por objetivo o crescimento massal do lote de explantes, dentro de um stand
clonal uniforme quanto ao desenvolvimento vegetativo. O primeiro subcultivo
foi realizado ao longo de 30-45 dias apds o estabelecimento e o segundo
apo6s 30-45 dias do primeiro subcultivo.

Apos 90-135 dias da introdugdo in vitro, realizou-se a etapa de
enraizamento em meio MS/2, agora suplementado com 15 g L' de sacarose,
6 g L' de agar e 0,1 ug L' de acido a-naftalenoacético (ANA). As condicdes
de temperatura, umidade e luminosidade empregadas nesta etapa foram as
mesmas das etapas de estabelecimento e crescimento, sendo que apdés 30-
45 dias as plantulas apresentavam o padréao ideal para etapa de aclimatagéao
(Figura 1A). Nesta fase, as plantulas foram retiradas do meio de cultivo e
transferidas para copos plasticos contendo 180 mL de substrato autoclavado
(Figura 1B). O substrato foi constituido apenas por turfa de Sphagnum
autoclavada e vermiculita de granulometria fina, na propor¢do 9:1. Durante
um periodo variavel entre 45 a 60 dias, as plantas foram aclimatizadas em
estufa plastica com controle de temperatura entre 23 e 28 °C, umidade
relativa superior a 60%, e com intensidade luminosa natural média diaria de
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400 YE m?2s™'. Durante este periodo, as plantas foram suplementadas com
nitrato de célcio (1 g L"), a cada 15 dias, e regadas a cada trés dias com agua
destilada aplicada por capilaridade em bandeja, para manuteng¢ao constante
da umidade no substrato. Assim que as plantas atingiram o padrao de cinco
a seis folhas, com aproximadamente 20 cm, foram consideradas rustificadas
e aptas para utilizagdo na etapa dos testes fitopatoldgicos (Figura 1C). Estas
plantas apresentaram em média 0,3 cm de didmetro no 3° ou 4° entreno,
0 que é essencial para a realizagao do ferimento usado na inoculagdo dos
fungos, como detalhado na sequéncia.

Figura 1. Preparo das plantas de ‘P1103’, expondo as etapas de: (A) plantas in vitro na
fase da transferéncia para aclimatagéo ex vitro; (B) plantas em aclimatagado e (C) planta
com tamanho apto para os ensaios de inoculagao.

Preparo de inéculo

Os fungos utilizados foram multiplicados a partir da colegdo de
microrganismos do Laboratério de Fitopatologia do IFRS-BG. Para cada
isolado fungico, um fragmento de meio batata-dextrose-agar (BDA)
contendo estruturas dos fungos foi retirado da amostra armazenada na
colecao e repicado em BDA, para recuperagao do crescimento. As placas
foram mantidas por 5 a 30 dias em camara de crescimento do tipo BOD a
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25 £ 1 °C, conforme a espécie fungica (Tabela 1). Apds o crescimento em
culturas axénicas, os fungos foram utilizados para inoculagao nas plantas.

Na Tabela 1 estdo listadas as espécies e linhagens de patégenos do
tronco da videira utilizados e as respectivas DTVs as quais estes fungos estéao
relacionados etiologicamente. Para considerar no conjunto experimental a
variabilidade genética na mesma espécie, foi empregado mais de um isolado
nos testes.

Tabela 1. Identificagdo e tempo médio de crescimento para obtengdo do indculo
dos isolados utilizados em cada grupo da doenga de tronco de videira (DTV) para
inoculacgao.

Espécie de Identificagdo Codigo ITS Tempo de

BEDCEIPANY, fungo do isolado® GenBank crescimento

Botryosphaeria
dothidea (Bdth)
Neofusiccocum
Podridao parvum (Npv)
descendente  Neofusiccocum
parvum (Npv)

TD 208 KY989984.1

TD 316 MT823469.1
De 5 a 10 dias
TD 100 KY989973.1

Neofusiccocum

TD 476 KY989972.1
parvum (Npv)

Phaeomoniella
chlamydospora TD 157 KY984071.1

Doenca de (Pch) De 20 a 30

Petri Phaeomoniella dias
chlamydospora TD 336 KY984080.1
(Pch)
Dactylonectria
macrodidyma TD 1110 MK421587.1
(Ityo) De 15a 20
llyonectria dias
liriodendri TD 1117 MK421588.1
(llyo)

() Estes isolados estdo vinculados ao codigo A85766B no Sistema Nacional de Gest&o do Patriménio Gené-
tico (SISGEN).

Pé-preto
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Inoculagao dos fungos e preparo das
amostras para reisolamento

Para a inoculagédo utilizou-se um bisturi com lamina n° 11 para realizar
ferimentos longitudinais no caule das plantas, de aproximadamente 0,5 cm,
retirando a casca paraexposi¢cao dos vasosinternos (adaptado de Diaz; Latorre,
2014). Estes ferimentos (Figura 2B) foram realizados no terceiro ou quarto
entrend de cada planta, selecionando o entren6 com comprimento minimo
de 2 cm. Apés a realizagéo dos ferimentos, foram inoculados fragmentos de
meio BDA de 0,5 x 0,3 cm, contendo as hifas e esporos dos fungos. Nas
plantas usadas como testemunhas também foram feitos ferimentos com
bisturi e foi inoculado somente o meio BDA. Apds a inoculagao, os ferimentos

Figura 2. Representacéo esquematica do processo de inoculagéo: (A) realizacdo do
corte longitudinal para exposicéo do xilema; (B) inoculagéo do fragmento de meio de
cultura BDA contendo estruturas fungicas e (C) planta com ferimento protegido com
filme plastico.



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 21

foram fechados com filme plastico para preservar a umidade e a viabilidade
do inéculo (Figura 2C). Este processo foi conduzido em bancada, durando no
maximo cinco minutos entre a realizacdo do ferimento e o fechamento com
filme plastico. Para evitar contaminagdes foi utilizada uma chama préxima do
local de inoculagao e alcool 92% para limpeza e flambagem dos instrumentos
em cada procedimento.

Apos a inoculagao, as plantas de ‘P1103’, com cinco ou seis folhas, foram
acondicionadas em bandejas plasticas e mantidas em casa de vegetagdo com
temperatura controlada (25 + 5 °C). Alirrigacéo foi realizada por capilaridade,
mantendo-se uma lamina de agua dentro da bandeja durante o periodo. As
plantas permaneceram em casa de vegetacado durante 90 dias. Ao fim do
periodo, as plantas foram retiradas das bandejas e cortadas na base para
separacgao da parte aérea das raizes. Partes dos caules, padronizadas em
10 cm de comprimento de cada repetigao e contendo o ponto de inoculagéo,
foram amostradas para reisolamento (Figura 3A). Estes fragmentos foram
lavados em agua corrente e a desinfestagao externa efetuada com a sequéncia
alcool 70% (v/v) por 30 segundos, hipoclorito de sodio 2% (v/v) por 1 minuto
e novamente alcool 70% (v/v) por 30 segundos (metodologia modificada
de Almanga et al., 2013). Apds, em camara de fluxo laminar previamente
esterilizada e com o auxilio de bisturi, foi retirada a casca para exposigéao do
tecido interno do caule. No momento da retirada da casca foram realizadas
as avaliagbes dos sintomas de escurecimento interno (Figura 3B).

Ensaio de validagdao do método de inoculagao e
avaliacdo da agressividade dos isolados fungicos

Escurecimento interno

Delineamento experimental

Para caracterizagdo do sintoma de escurecimento interno provocado
pelos diferentes isolados de fungos DTV, empregou-se um delineamento
completamente casualizado com dados desbalanceados e nove tratamentos.
Foram utilizadas trés repeticdes (plantas) por tratamento, enquanto que no
tratamento testemunha (sem inoculagéo) foram adotadas seis repeti¢cdes. Os
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Fotos: Marcus André Kurtz Aimanca

Figura 3. Amostras para procedimento de reisolamento fungico, apds inoculagao e 90
dias de incubagédo. (A) Caule sem as folhas contendo o ponto de inoculagéo; (B) Apos
aberto, caule apresentando sintomas de escurecimento interno.

tratamentos corresponderam aos oito isolados descritos na Tabela 1, mais a
testemunha sem a inoculagdo de patégenos.

Avaliagées

No momento da retirada da casca para exposigdo do tecido interno
do caule, aos 90 dias apds a inoculagao, foram avaliados visualmente os
sintomas de escurecimento interno, como exposto na Figura 3B. De forma
complementar, visando maior seguranga na analise, foi realizado o registro
fotografico. Salienta-se que neste momento a amostra, ja sem a casca, deve
ser manuseada com muita cautela e em ambiente asséptico. Esse cuidado é
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importante para evitar qualquer contaminacgao do tecido pois, posteriormente,
o material sera usado para o processo de reisolamento.

Para avaliagdo do escurecimento interno foi desenvolvida uma escala
descritiva (Figura 4), atribuindo-se notas para os sintomas observados. A
escala foi montada para a identificacdo da ocorréncia, ou ndo, do sintoma de
escurecimento tanto no ponto de inoculagdo quanto em tecidos adjacentes,
baseada na metodologia de Billones-Baaijens et al. (2014). As avaliagbes
foram realizadas sempre pelo mesmo avaliador, utilizando como comparagéo
o aspecto de alastramento das manchas nas fotos da escala.

Reisolamento fungico in vitro

O reisolamento fungico foi conduzido em cé&mara de fluxo laminar
no Laboratério de Fitopatologia do IFRS/BG. Para confirmar se o fungo
inoculado estava presente e atingiu novos tecidos das plantas tratadas, além
da analise do escurecimento interno, foram retirados, com bisturi, fragmentos

AN

Figura 4. Escala de notas desenvolvida para avaliagdo do escurecimento interno
em plantas: 1) escurecimento leve (amarronzado e sem enegrecimento) no ponto de
inoculacéo (quadro vermelho) e sem nenhum variagéo nos tecidos adjacentes (quadros
em amarelo). Esse é o aspecto tipico das plantas testemunha, sem inéculo, de ‘P1103’;
2) escurecimento com enegrecimento apenas no ponto de inoculagéo (quadro vermelho)
e sem nenhuma variagéo nos tecidos adjacentes (quadros amarelos); 3) escurecimento
leve no ponto de inoculagdo (quadro vermelho) e também nos tecidos adjacentes do
xilema (quadros amarelos); 4) escurecimento leve no ponto de inoculagdo (quadro
vermelho) e escurecimento mais intenso nos tecidos adjacentes do xilema (quadros
amarelos); 5) escurecimento intenso com enegrecimento no ponto de inoculagéo
(quadro vermelho) e com inicio de enegrecimento nos tecidos adjacentes do xilema
(quadros amarelos) e 6) escurecimento com enegrecimento intenso tanto no ponto
de inoculagdo (quadro vermelho) quanto nos tecidos adjacentes do xilema (quadros
amarelos).
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do entorno do ponto de inoculagéo (até 1 cm de distancia). Esses fragmentos
foram dispostos em placas de Petri, contendo meio de cultura BDA (Figura
5A, 5B e 5C), e estas mantidas em camara do tipo BOD com fotoperiodo de
12 h e temperatura de 26 + 1 °C.

Delineamento experimental

Na caracterizagédo do reisolamento interno de cada fungo foi empregado
um delineamento completamente casualizado. O reisolamento foi efetuado
a partir de cada planta (3 plantas/tratamento, ensaio 2.4.1), retirando-se 10
subamostras que foram divididas em duas placas de Petri (cinco fragmentos/
placa). Cada tratamento foi representado por um isolado fungico (Tabela 1),
totalizando oito isolados mais o grupo controle sem a presenca de isolados
fungicos.

Avaliagées

O crescimento dos fungos foi observado por 30 dias, sendo feita a
identificagdo por morfologia comparativa com as caracteristicas observadas
em identificagdo prévia destes isolados (os fungos inoculados tinham
reconhecida identificagdo — Tabela 1). Ao final deste periodo foi registrado
o numero de fragmentos que apresentavam crescimento ou ndo do fungo
inoculado (Figura 5D), gerando o percentual de reisolamento. Este foi
calculado com base no numero de fragmentos com crescimento fungico
sobre o total de fragmentos.

Anadlises estatisticas

As variaveis “nota de escurecimento” (NE), na Etapa 1, e “percentual de
reisolamento (PR), na Etapa 2, sdo classificadas, respectivamente, como
qualitativa de escala ordinal e quantitativa continua truncada. Os testes
estatisticos foram precedidos pela verificagdo da normalidade a partir do teste
de Shapiro-Wilk para NE (n<30) e Kolmogorov-Smirnov para PR (n>30). Por
nao ter sido atendido o pressuposto da normalidade (p<0,05) (p=0,000211 e
p=0,000039 para NE e PR, respectivamente), os dados foram submetidos a
transformacgéo, de modo que NE foi ponderado ao indice de doenga (Mckinney,
1923), como Iindice de Escurecimento (IE) e PR submetido a transformagéo
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Figura 5. Procedimento de reisolamento e acompanhamento do crescimento fungico:
(A) area do caule com raspagem superficial da casca, ponto de inoculagdo (quadro em
vermelho) e locais de retirada dos fragmentos para isolamento, 1 cm além do ponto
de inoculagao (quadros em amarelo); (B) retirada e corte dos fragmentos internos do
caule no entorno do ponto de inoculagao; (C) colocagéo dos fragmentos internos do
caule em meio de cultura BDA e (D) contagem e registro do nimero de fragmentos com
crescimento fungico apds o periodo de incubagado (setas pretas indicam fragmentos
com crescimento e setas vermelhas sem crescimento).

angular (arc_sen [raiz (x/100)]). Apés reandlise, os dados ainda nao
apresentaram o pressuposto da normalidade, determinando-se o atendimento
do critério para aplicagao de prova ndao-paramétrica. Neste caso, o contraste
entre tratamentos foi verificado através do X?-teste (p<0,05) e a comparagao
das médias através do teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.
A possibilidade de associacao entre IE e PR também foi testada a partir da
correlagdo nao-paramétrica de Spearman (p<0,05), utilizando-se os dados



Avaliacdo de uma metodologia para inoculacéo e caracterizacéo in vivo da agressividade de fungos 23
associados as doencgas de tronco em videira

nao-transformados de PR e aplicando a média aritmética das duas placas
obtidas de cada planta (n=27). Andlise multivariada a partir do método dos
componentes principais (PCA — Principal Component Analysis) foi aplicada,
visando discriminar os grupos de isolados quanto a agressividade com base
no efeito conjunto de IE e PR, em relagao a testemunha. Para adequacéo dos
valores das variaveis a PCA, os valores néo-transformados de |IE e PR foram
previamente autoescalados para remogéao da influéncia da ordem de grandeza
das unidades de medida e, posteriormente, centralizados a média. Cada PCA
integrou os ‘escores’ dos fatores com os ‘pesos’ das variaveis da qualidade. O
grafico bidimensional da PCA foi constituido por duas componentes principais
(PC1 e PC2) que representam distribuicdo espacial das combinacgdes lineares
entre as variaveis originais. Neste caso, € possivel identificar possiveis
agrupamentos presentes nos dados a partir da disposicdo das amostras
em PC1 e PC2, bem como, a participagcéo das variaveis (‘pesos’) no padrao
observado. Para o contraste de grupos independentes na espacializagdo da
PCA, foram ajustadas barras de desvio padrao multiplo (o). Ao se contrastar
0S grupos, aqueles que néo se sobrepuseram vertical ou horizontalmente
foram considerados distintos. Os testes estatisticos foram realizados a partir
do software SPSS v.21 (IBM, 2012). Para a analise multivariada foi utilizado
o software ChemoStat (Helfer et al., 2015).

Resultados e Discussao

A presente metodologia foi desenvolvida e ajustada com base em
pesquisas e resultados preexistentes na literatura, principalmente com o
foco no método de inoculagdo, para analise da agressividade de isolados e
a reagao de cultivares de videira aos fungos causadores de DTVs (Alaniz et
al., 2009; Alaniz et al., 2010; Billones-Baaijens et al., 2014; Gramaje et al.,
2016). Dentre os ajustes, destaca-se a combinagédo do preparo de mudas
por micropropagagao com a inoculagéao controlada das plantas com fungos
causadores de DTVs. Com o preparo das mudas por micropropagacgao, foi
possivel a selecao de plantas com similaridade de crescimento (altura de 20
cm) e desenvolvimento (5 a 6 folhas) para a etapa de inoculagao (Figura 1C).
Além disso, como esse processo de multiplicacéo in vitro exige assepsia,
evita-se a contaminagdo cruzada com outros fungos de doenga de tronco
que possam contaminar as amostras. Basicamente, com a incorporagéo da
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multiplicagéo in vitro, os resultados do reisolamento de fungos associados
as DTVs foram mais confiaveis, pois fungos que normalmente estariam
presentes no material vegetativo antes da inoculagdo, como em trabalhos
com multiplicagao vegetativa convencional e sem o uso da cultura de
tecidos, foram excluidos do processo adotado (Liminana et al., 2009).
Isso fica evidente nas plantas-testemunha, as quais apresentaram pouco
escurecimento no ponto de inoculacao (Figura 4 - Nota 1; Figuras 6A), porém
nao foi registrada a presenca de fungos causadores de DTVs nas analises
de reisolamentos (Figura 6B). A ocorréncia do sintoma de escurecimento nas
plantas testemunha provém da oxidacao dos tecidos que sofreram o dano da
perfuracdo, sem a inoculagéo, conforme ja observado por Billones-Baaijens
et al. (2014). Portanto, isso reforga a importancia das analises conjuntas do
escurecimento e do reisolamento na caracterizagao dos sintomas das DTVs.

Outro ponto importante no emprego da multiplicagao in vitro € o menor
tempo necessario para obtencado das plantas com tamanho adequado para
inoculacado. Neste trabalho, para se dispor de plantas com o tamanho-padrao
(20 cm, 5 a 6 folhas e com um diametro do caule minimo de 0,3 cm no
ponto de inoculacdo) foram necessérios, em média, 150 dias. Desta forma,
considerando mais 90 dias para avaliagdo dos sintomas pdés-inoculagéo,
atinge-se um total de 240 dias para caracterizacdo de um genétipo (isolado
fungico ou videira). Em trabalho realizado por Alaniz et al. (2010), utilizando
estacas enraizadas de oito meses, o tempo médio para se realizar a avaliagao
foi de 12 meses, somando enraizamento e processo de inoculagédo/avaliagao.
Billones-Baaijens et al. (2014), utilizando estacas de um ano, conduziram
a avaliagdo durante o periodo de enraizamento (seis meses) e obtiveram
sucesso na inoculagdo e no aparecimento de sintomas de escurecimento
interno, diferenciando as plantas inoculadas e nao-inoculadas com isolados
de Neofusiccocum spp. Contudo, trabalhos utilizando estacas oriundas de
plantas adultas, que foi a estratégia destes trabalhos anteriores, podem
apresentar problemas de contaminagao oriunda do campo, impactando
diretamente no processo final de avaliagdo e gerando falsas interpretacgoes.
Em outro trabalho, Alaniz et al. (2009) utilizaram plantas com trés a quatro
folhas, obtidas a partir de sementes e um periodo de dois meses para
avaliagdo, porém os autores ndo especificaram o tempo para obtengao das
plantas para inoculagéo. Dependendo do enfoque da analise, cabe também
salientar que espécies perenes, como a videira, sdo altamente heterozigotas
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(Aradhya et al., 2003) e, portanto, as plantas derivadas de semente
representam populagdes segregantes, individuos geneticamente distintos, e
impactam diretamente as respostas de resisténcia aos fungos.

Na anadlise externa das plantas controle e inoculadas, destaca-se
inicialmente que nao foram observadas diferencas em sintomas foliares
que sao associados as DTVs. No final do periodo de avaliagdo foram
observados apenas sintomas de senescéncia em fungéo do ciclo da planta,
0 que é reforgado pela observagédo dos sintomas mais evidentes nas folhas
mais velhas, na parte inferior da planta (Figura 6). Billones-Baaijens et al.
(2014) também nao observaram sintomas externos em plantas inoculadas e
testemunhas, devido ao curto periodo entre a inoculagao e a avaliagado dos
sintomas internos nas plantas. Para exemplificar a importancia do tempo na
indugédo dos sintomas foliares pelas DTVs, Mondello et al. (2018) relatam
que, em plantas a campo, a maior frequéncia dos sintomas da doencga de
Petri ocorre entre um e sete anos pés-plantio, enquanto os sintomas de esca
aparecem somente a partir dos oito anos.

Na analise interna dos tecidos, salienta-se que, para todos os isolados,
houve escurecimento interno dos vasos do xilema além do ponto de infecgao.
Observa-se que o escurecimento ocasionado pelos fungos relacionados a
cada doenga foi significativamente superior a testemunha e que nao houve
diferenga entre os fungos/isolados dentro de cada doenga (Figura 7A). De
modo geral, os fungos relacionados a podridao-descendente apresentaram o
maior indice de escurecimento (91%). Por outro lado, o isolado de doenga de
Petri, Pch 336, apresentou o menor valor (67%). Ja os fungos relacionados
ao pé-preto e o isolado de doenga de Petri, Pch 157, apresentaram indices
variando entre 80 e 90%. Billones-Baaijens et al. (2014) também observaram
escurecimento interno semelhante em videiras quando inocularam isolados
de Neofusiccocum spp. De forma geral, ndo foi observada diferenca de
agressividade entre os isolados nos grupos de doenga, com excegao da
doenga de Petri.

Trabalhando com duas espécies de Cylindrocarpon, inoculadas pela
técnica de imersao de raizes, Alaniz et al. (2010) verificaram que estes
fungos também ocasionaram sintomas distintos de escurecimento interno
em ‘P1103’, quando comparadas com a testemunha. Gramaje et al. (2016),
utilizando a técnica de imersao de raizes de estacas enraizada em indculo
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Figura 6. Aspecto foliar de plantas de ‘P1103’ testemunha (sem indculo, (A)) e de
plantas do mesmo gendtipo com os isolados de Npv 100 (podridao-descendente, (B),
de Pch 157 (doenga de Petri, (C)) ou llyo 1110 (pé-preto, (D)). Todas imagens tiradas
aos 90 dias apos inoculagao.

de fungos relacionados ao pé-preto e a técnica de ferimento e inoculagéo a
vacuo de estacas, de 1 ano enraizadas, com fungos relacionados a doenga de
Petri, observaram escurecimento interno pelas duas técnicas de inoculagao
em ‘P1103’ e aparéncia distinta de plantas-testemunha (ndo-inoculadas).

No presente estudo, todos os fungos foram inoculados no caule, inclusive
os fungos relacionados ao pé-preto, que também podem infectar as videiras
pelas raizes. Entretanto, cabe salientar que todos estes fungos de madeira
podem infectar as videiras por ferimentos ocasionados nos tecidos tanto de
raizes quanto de tronco (Halleen et al., 2003). Em fungédo disso, alguns autores
defendem em seus trabalhos a hipétese de que as infecgbes na base do
tronco tendem a ser mais importantes do que nas raizes. Probst et al. (2012),
por exemplo, utilizaram a inoculagdo de Cylindrocarpon spp. por ferimento na
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base do caule de videiras para avaliar a evolugao da doenga do pé-preto e
atingiram niveis de reisolamento préximos a 100% para alguns tratamentos.
Isto equivale a estratégia da metodologia proposta neste trabalho, no que se
refere a posicao da planta onde foi realizada a inoculagao.

A partir das analises de reisolamento, pode-se confirmar o éxito no
processo de inoculagdo dos fungos DTVs. De maneira geral, o percentual
médio de reisolamento, considerando todos os fungos testados, foi de 63%,
variando de 13% (isolado Pch 336) a 87% (isolado Npv 316) (Figura 7B).
Houve diferenga significativa no percentual de reisolamento de todos os
fungos relacionados a podridao-descendente e pé-preto, comparado com a
testemunha. A excecéo ficou por conta da doencga de Petri, onde o isolado
Pch336 nao se diferenciou da testemunha. Isso demonstra uma possivel
falta de patogenicidade deste isolado nesta cultivar especifica, porém este
teste deve ser repetido em outras cultivares para comprovagdo ou nao
da patogenicidade. Aqui também vale destacar a diferenga significativa
entre isolados vinculados a podridao-descendente, onde os isolados de
Neofusiccocum parvum diferiram do isolado de Botryosphaeria dothidea,
sendo os primeiros com maior percentual de reisolamento. No caso de
doenca de Petri, também foi observada diferenca entre isolados, de modo
que Pch 157 apresentou maior percentual de reisolamento que Pch 336.

Portanto, evidencia-se uma possivel diferenga de agressividade entre as
espécies nesta cultivar especifica (Figura 7B), o que corrobora estudos de
outros autores. Martinez-Diz et al (2019), em trabalho com isolados de P.
chlamydospora inoculados em estacas de um ano, observaram uma variagao
no percentual de reisolamento de 100 a 33,3%, conforme a cultivar inoculada.
Alaniz et al. (2010) utilizaram o procedimento de inoculagéo por imerséo,
avaliacdo dos sintomas e reisolamento nas raizes, obtendo reisolamento
das espécies de Cylindrocarpon inoculadas. Gramaje et al. (2016), em
teste utilizando isolados de P. chlamydospora e Phaeoacremonium spp.,
observaram que apenas um isolado de Phaeoacremonium viticola ndo se
diferenciou da testemunha. Urbez-Torres; Gubler (2009), testando a viruléncia
de isolados de fungos da familia Botryosphaeriaceae, classificaram isolados
de N. parvum como altamente virulentos, enquanto que isolados de B.
dothidea foram classificados como medianamente virulentos.
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Figura 7. (A) indice de escurecimento interno, baseado em notas atribuidas utilizando
escala diagramatica, em plantas da cultivar ‘P1103’ inoculadas com oito isolados de
fungos relacionados a doengas de tronco de videira (Npv316, Npv100, Npv476,
Bth208, Dacm1110, llyo1117, Pch157, Pch336) mais a testemunha e (B) Percentual de
reisolamento dos oito isolados de fungos relacionados a doencgas de tronco de videira
em plantas de ‘P1103’ mais a testemunha. Em A e B, * e ns: Contraste significativo
e nao-significativo pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05), respectivamente. Em B: barras
horizontais sobre a média representam seu desvio padrao.
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Na determinacdo de quais grupos de isolados foram mais agressivos,
visando formar classes com base em PCA (Principal Component Analysis)
observa-se no grafico de escores que 100% da variancia total dos dados foi
explicada pelos componentes PC1 e PC2 (Figura 8A). A PC1 foi a principal
responsavel pela separagéo entre os isolados mais agressivos e a testemunha,
descrevendo 94,83% da variancia, sendo formados trés grupos conforme a
agressividade. No detalhamento, o grupo formado pelos isolados Pch 157,
Npv 476 e Npv 100 se distribuiram homogeneamente no lado positivo da PC1
e negativo a PC2, em quadrante oposto a testemunha (Figura 8A). Ou seja,
no peso do conjunto das duas variaveis, estes isolados causaram a maior
agressividade nas plantas. Por outro lado, o grupo constituido pelos isolados
Dacm 1110, llyo 1117 e Npv 316 teve maior influéncia no escurecimento, em
relacéo a testemunha. Ja nos isolados Pch 336 e Bdh 208 o percentual de
reisolamento teve o maior peso, em comparagao com a testemunha. Este
resultado demonstra ue o uso combinado das duas variaveis consideradas
neste trabalho foi suficiente para a classificacdo da agressividade de isolados
com relac&o ao gendtipo ‘P1103’. Em termos praticos, a maior agressividade
observada para os isolados de P. chlamydospora e N. parvum é de extrema
importancia para a vitivinicultura sul-brasileira. Conforme observado por Rusin
et al. (2015), estes fungos séo isolados com muita frequéncia em vinhedos
da Serra Gaucha, o que os qualifica como fatores biodticos importantes nos
sintomas de declinio de plantas nesta regiao tradicional de cultivo.

Esta classificagao da agressividade de isolados se tornaria mais relevante
com o aumento do numero de gendtipos de videira a ser contrastados,
possibilitando adotar nos testes os isolados com maior relevancia de dano.
Além disso, os dados também demonstram a importancia da utilizagao de
mais de um isolado por espécie de fungo, principalmente em trabalhos
iniciais de prospeccao de resisténcia em diferentes cultivares de videira. Isto
fica evidente quando se percebe a similaridade entre os resultados obtidos
neste trabalho e os observados por Laveau et al. (2009), os quais também
destacam diferengas de agressividade entre isolados de Phaeomoniella
chlamydospora e entre isolados Neofusiccocum parvum. Amponsah et al.
(2011) também expdem diferencas na agressividade entre espécies de fungos
que causam podridao descendente, onde N. luteum e N. australe foram mais
agressivos que um isolado de N. parvum. Portanto, diante desta variabilidade
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Figura 8. (A) Grafico de escores resultante da PCA formado pelos oito isolados flingicos
associados ao grafico de pesos das variaveis IE e PR; (B) associagédo entre percentual
de reisolamento e indice de escurecimento. Em A: Barras multiplas de desvio padrao
nao sobrepostas indicam discriminagdo entre grupos de isolados. Em B: **Correlagdo
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de agressividade entre espécies e dentro de espécies fungicas, evidencia-se
a importancia de testes iniciais com isolados.

No conjunto dos resultados, destaca-se uma variagao similar dos isolados
fungicos quanto ao indice de escurecimento e o percentual de reisolamento
(Figuras 7A e 7B), ou seja, estas duas variaveis se prestam para os estudos
de agressividade de isolados fungicos relacionados a DTV’s. Na anélise de
correlagdo Spearman, obteve-se uma associagao altamente significativa e
positiva entre estas variaveis, mas com forca moderada (p=0,65) (Figura 8B).
Portanto, quanto maior o indice de escurecimento, maior foi o percentual de
reisolamento. Dessa forma, a escala para avaliagdo de escurecimento interno
desenvolvida nesse trabalho tem possibilidade de utilizagdo em trabalhos
futuros para analise inicial de da resposta de um grupo maior gendtipos com
relagdo aos fungos causadores de DTV'’s.

Conclusoes

Observa-se que a estratégia de aliar inoculagdo de isolados em plantas
micropropagadas possibilita: 1) obter uma inoculagédo eficiente de todos
fungos que sdo causadores de sintomas internos associados as DTVs; 2)
verificar a agressividade de diferentes isolados fungicos que sao relacionados
as DTVs e 3) evitar a contaminagéo cruzada destes fungos, permitindo uma
analise independente de cada isolado.

Comparada com as técnicas atualmente disponiveis, a presente
metodologia de inoculagdo de mudas enraizadas, previamente
micropropagadas, agregou uniformidade no padrdo de plantas enraizadas
antes do processo de inoculagéo e, com isso, aportou maior sensibilidade a
identificacdo dos sintomas induzidos pelas inoculagdes. A técnica também
proporciona redugcdo de tempo, tanto no preparo do material vegetativo
quanto nas avaliagbes, e menor demanda por espago para caracterizagao
dos efeitos de fungos associados as DTVs.

Outro ponto importante dessa metodologia é que as condicdes pos-
inoculacdo permitem a analise in vivo da agressividade dos fungos, pois
as plantas sdao mantidas em ambiente favoravel ao seu desenvolvimento
vegetativo, isto se aproxima mais das condi¢des reais de cultivo do que o
método de analise in vitro. Nesta aproximagao das condigdes reais, buscou-
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se: (1) restringir o favorecimento dos fungos em detrimento das plantas,
conforme observado por Reis et al. (2019) e (2) associar o cultivo em vasos
com a técnica de inoculagao por ferimento, idealizada inicialmente in vitro
por Diaz e Latorre (2014), ndo comprometendo a obtencéo dos resultados
relativos a agressividade/viruléncia dos isolados. Por fim, considerando a
garantia de inoculagéo e a analise de agressividade de cada isolado de fungo
em condigdes in vivo, esta técnica ainda poderia possibilitar uma perspectiva
futura de emprego na caracterizagdo, em grande escala, da suscetibilidade
ou resisténcia de diferentes gendtipos em programas de melhoramento da
videira.
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