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Thermal Pest Control (TPC) Il: Aspectos
Gerais do Efeito Bioldgico do Fluxo de Ar
Quente na Protecdo da Videira contra o Mildio

Introducao

Em 1996, foi concedido pelo Departamento de Patentes e Marcas Registradas dos
EUA (USPTO), um direito de prioridade (US5934013) ao Sr. Floréncio Lazo Barra,
que apresentava um método para aplicacdo de ar quente propelido por ventilador
na agricultura (BARRA, 1997). O método para trocar ar frio por ar quente, a

ser expelido sobre o cultivo, dependia de propulsao por trator e apresentava-se
como uma alternativa mecanizada ao uso de fogueiras a lenha, aguecedores de
combustivel, ventiladores estaticos ou hélices, e até mesmo o uso de helicépteros
no combate aos efeitos destrutivos da geada sobre cultivos.

Depois, em 2002, um termo de depédsito (US7134239) emitido pelo mesmo
departamento, foi incorporado a patente anterior, ja designando e contextualizando
o método tratorizado de aplicacdo do ar quente como sendo uma ferramenta
para o controle térmico de pragas. O texto do pedido da patente descrevia, com
rigueza de detalhes, a natureza fisica do fluxo de ar quente a ser aplicado sobre
o dossel vegetal, e apresentava o método como uma alternativa ao controle por
uso indiscriminado de inseticidas na fruticultura. De acordo com o documento,
este controle poderia ser feito, em termos gerais (sem apresentacao de qualquer
dado experimental especifico), pela alteracdo térmica imposta pelo método sobre
o habitat de insetos e microrganismos, sendo mencionados efeitos biolégicos de
natureza tdo diversa como pasteurizacao, desidratacao de insetos, imposicao de
danos em suas asas, até a eliminacao dos mesmos e de fungos, como Botrytis
cinerea (BARRA, 2002).

Mais recentemente, em 2012, um pedido de prioridade, concedido pela
Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO, WO 2013147962),
documentou (ja referindo o método como “tecnologia”) que os efeitos resultantes
do aperfeicoamento do método inaugurado por Lazo Barra poderiam trazer
ganhos agrondmicos em termos de melhora de polinizacao, ganho de cor e peso
em frutos, teor antioxidante, enrijecimento de casca e ativacdo de fendmenos
associados a Resisténcia Sistémica Adquirida (System Acquired Resistance, SAR),
que é um importante mecanismo de defesa da célula vegetal a infeccoes por
biotréficos (FISHER; DAWSON, 2013). Com respeito a SAR, a imprensa ja vinha
publicando reportagens circunstanciais (sem evidéncias experimentais robustas)

a respeito da “tecnologia”, que estad no Brasil desde 2007 com o nome de
Thermal Pest Control (TPC), reportando inducao de resisténcia (IR) e/ou protecao
de plantas de videira contra a incidéncia de doencas, principalmente o mildio
(IBRAVIN, 2011; ALBUQUERQUE, 2013; EBERT et al., 2013a; EBERT et al.,
2013b). Isso, a partir da exposicao da copa dos vinhedos ao tratamento baseado
em fluxo de ar quente (FAQ) pelo TPC, um choque térmico extremamente rapido
(de 0,5 a 2s), mais ou menos conforme descrito nas patentes mais recentes e no
trabalho de Monteiro et al. (2014), e quase sempre num contexto de substituicao
de pesticidas sintéticos no controle de doencas.
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Tratamentos baseados na transferéncia de calor
podem ser aplicados em um contexto de protecao
de plantas, através de métodos de controle térmico
(fisico), quase sempre em um contexto de manejo
integrado de pragas e doencas (MIPD) e mirando

no parasita, ou seja, visando ao dano direto sobre o
inseto ou fungo. De um modo geral, esses métodos
envolvem i) exposicao direta a chamas; ii) exposicao
ao infravermelho; iii) uso de vapor e iv) de ar
comprimido (controle pneumatico) (VINCENT et al.,
2001). Por deducao, o uso do fluxo de ar quente
pode ser considerado um método ativo de controle
fisico, abiético, pois consiste no uso de alguma
forma de energia para destruir, injuriar ou induzir
estresse a pragas e patdégenos, ou remové-los do
ambiente. Entre as décadas de 1960 até meados

da de 90, muitos trabalhos envolvendo pragas de
alface, algodao, alfafa, ervilhas, cruciferas, alhos e
cebolas foram conduzidos no intuito de investigar a
viabilidade do uso do controle térmico e pneumatico
na protecao de plantas, bem como na desfolha,
polinizacao e controle de plantas invasoras (VINCENT
et al., 2001).

Realmente, existe um ndmero consideravel de
trabalhos que utilizam o calor como fundamento

de métodos para o controle de doenca, quase
sempre envolvendo banhos de dgua ou promocao
de atmosfera de estresse por calor, para reducao
de inéculo residual (fungos, virus, bactérias e
nematoides) e/ou assepsia de propagulos, em
viveiros de plantas de videira ou outras espécies
(LEAR; LIDER, 1959; NEGA et al., 2003;
UCHANSJI et al., 2004; TURECHEK; PERES, 2009;
CAVALCANTI et al., 2013). Nesses trabalhos, as
temperaturas encontradas giram em torno de 35-
60°C, em tempos de exposicdo que vao de um
minuto a 12 horas ou até mais, em intervalos de
semanas ou meses. Ha trabalhos envolvendo inducéao
de resisténcia (SAR ou outro mecanismo) que
utilizam exposicoes em torno de 50°C por

20 s (WIDIASTUTI et al., 2011; 2013). Contudo,
até o presente momento, ndo foram encontrados na
literatura trabalhos com base cientifica abordando
exposicoes térmicas muito rapidas (0,5, 1, 2 até 5 s)
a temperaturas tao extremas (> 100°C) em tecidos
vivos, além do presente estudo e alguns trabalhos
recentes envolvendo TPC (DOMINGUES, 2013;
MONTEIRO et al., 2014; CAVALCANTI, 2014).

Dentre os beneficios e vantagens prometidos
como alternativas a agricultura convencional, e

sugestoes de ‘'mecanismos biolégicos’ trazidos ao
debate pelas documentacdes associadas ao TPC e
pela imprensa, destaca-se a inducao de resisténcia
vegetal, marcadamente por meio da SAR, como

um mecanismo de protecao de cultivos e controle
de doencas. Nesse ponto, ha que se esclarecer
alguns aspectos a respeito da acdo TPC e, a partir
dos quais se baseiam, inclusive, as hipdteses do
presente estudo: i) o tratamento térmico por FAQ
pode injuriar o patégeno ou inseto; ii) o FAQ induz
um estresse abidtico e fisico (sem envolvimento

de moléculas) sobre a célula vegetal; iii) o pretenso
aparecimento de SAR é uma consequéncia do
estresse abidtico imposto previamente por FAQ e iv)
o tratamento de FAQ deve trabalhar em uma estreita
faixa de perturbacao celular, onde o estresse abiético
possa induzir uma resposta bioldégica coordenada

de defesa e depois recuperar a homeostase, sem
produzir colapso e morte da célula. Adicionalmente,
de um modo mais especifico aos conceitos de SAR
e resisténcia basal da célula vegetal, é possivel
admitir que o tratamento por FAQ possa perturbar

a célula da planta de uma forma que esta consiga
produzir um dos dois fendmenos (ou os dois): i)

um pré-condicionamento (priming) tal que a célula
torne-se “alerta” e consiga ser muito mais rapida
para identificar componentes (moleculares, quimicos)
associados ao parasitismo e produzir defesas contra
a invasdo. (CONRATH, 2011); ii) um reconhecimento
de sinais associados ao estresse abiético, a
percepcao do ambiente de estresse térmico, capaz
de produzir diretamente IR e respostas de defesa
vegetais, como por ex. a SAR.

Na literatura, é amplamente evidenciado que, para
a planta hospedeira, um pré-requisito a ativacao

de defesas é a percepcao molecular do patégeno
por receptores celulares. Isso pode acontecer por
meio do reconhecimento de moléculas associadas

a um padrao especifico de microrganismo (microbe-
associated molecular pattern, MAMP) ou de um
patégeno (pathogen-associated molecular pattern,
PAMP) altamente conservados, geralmente de
natureza peptidica, que podem reforcar um padrao
de produtos de parasitismo (damage-associated
molecular pattern, DAMP) e produzir paletas muito
diferentes e particulares de resposta de defesa na
célula da planta, que varia desde a imunidade até a
inducao de resisténcia basal (NIKS; MARCEL, 2009;
CAVALCANTI et al., 2014). Importante lembrar
que os padroes MAMP/DAMP podem englobar
inUmeros tipos de glicopeptideos, glicolipideos e/
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ou oligossacarideos provenientes de estruturas

(por ex., parede celular) celulares do patégeno

ou do hospedeiro envolvidos em um processo de
parasitismo, desde que sejam moléculas ligantes de
receptor vegetal (BOLLER; FELIX, 2009).

Possivelmente, a Unica forma de um estresse
resultante de FAQ cooperar com a IR vegetal seria
através de injuria(s), ou por algum desequilibrio
hormonal (envolvendo &acidos salicilico, jasmonico ou
abscisico) nas células foliares, como consequéncia
da injdria promovida pelo FAQ. Assim, o priming
teria um papel fisiolégico que permitiria a plantas pré-
condicionadas responderem a um nivel muito baixo
de um segundo estresse, de uma maneira muito
mais rapida e eficaz, fosse este estresse causado
por invasao de patégenos e insetos (bidticos), fosse
por estresses abidticos (CONRATH, 2011). Num
contexto de doenca, um estimulo indutor de priming
promoveria o acimulo de proteinas amplificadoras
de sinal (ex. cascatas de quinases ativadas por
mitégenos, MAPKs) que permaneceriam inativas,
apenas aguardando uma segunda perturbacgao,

no caso do parasitismo, a exposicao da célula do
hospedeiro a MAMPs e DAMPs, efetores e elicitores
do patégeno para a ativacao das proteinas de
amplificacdo de sinal acumuladas a partir do primeiro
estresse, sendo, ai, capazes de produzir respostas
de defesa local e sistémica muito mais robustas

e coordenadas do que células que nao foram pré-
condicionadas (CONRATH, 2011; PASTORA et al.,
2013).

Nesse ponto, vale lembrar que a célula hospedeira
produzindo defesas via SAR, que é a categoria

de IR vegetal mais associada a defesa contra
biotréficos, pode responder local e sistemicamente
com aumento de atividade enzimatica de PR-
proteinas como peroxidases de monolignéis (GPX,
EC 1.11.1.7), endo- e exo-quitinases (CHI, EC
3.2.1.14) e B-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.39),
dentre outras. Pode também produzir fitoalexinas
antimicrobianas e reforcar a sua parede celular, com
aumento de deposicao de lignina na area da lamela
média (CAVALCANTI et al., 2007). Enquanto CHI
e GLU sao enzimas que atuam na degradacao de
carboidratos poliméricos componentes da parede
celular de patégenos flungicos, as polifenoloxidases
de plantas (PPO, EC 1.10.3.2) com atividade
difenolasica, podem auxiliar as GPXs na deposicdo
de fendlicos poliméricos sobre a parede celular do
hospedeiro (MAYER; STAPLES, 2002).

na Protecdo da Videira contra o Mildio

Atualmente ja é bem elucidada a importante
participacao de horménios na regulacao de defesa
vegetal, principalmente os acidos salicilico (AS),
jasmonico (AJ) e o etileno. Esses sinalizadores estao
principalmente associados a geracao de sinalizacao
de defesa a longas distancias (com relacao ao sitio
de infeccao), sistemicamente. Ao mesmo tempo,

o hormdnio vegetal acido abscisico (ABA) pode
participar de funcOes importantes na regulacao de
defesa celular, principalmente na comutacao de
respostas entre estresses bidticos e abidticos, e o
tempo de resposta ao estimulo (ATKINSON; URWIN,
2012; DOMINGUES, 2013; PASTORA et al.,
2013), no intuito de economia de energia. Portanto,
informacodes sobre ABA também sao importantes
para o entendimento do possivel papel do FAQ como
agente de priming celular e potencializador de IR.
Num contexto de IR, podemos presumir, neste
ponto, que o FAQ possa ser o agente que produz
uma injudria transiente que seja capaz de pré-
condicionar a célula vegetal a estar mais “alerta”
para eventual infeccdo por patégeno. Nesse caso,
seria uma situacao de composicao de estresses,
sendo um primario, o FAQ (abiético), e outro
secundario (bidtico), o parasitismo (doenca).

No entanto, estudos nesse sentido mostram

que redes de sinalizacao celular de respostas a
estresses ambientais podem, com frequéncia,

agir antagonicamente, enfraquecendo a defesa, e
que isso é particularmente verdadeiro em casos
envolvendo combinacdes de estresses bidticos e
abidticos, com excecdes (ASSELBERGH, et al.,
2008; VERHAGE et al., 2010).

De todo o modo, varios tipos de estresse podem
induzir, também, a sintese de proteinas de choque
térmico (heat shock proteins, HSPs), além do calor.
Em condicdes de estresse, HSPs se ligam a outras
proteinas, estabilizando suas estruturas durante
condicoOes de estresse severo e funcionando como
chaperonas moleculares que previnem agregacao

e desnaturacao de outras proteinas. Combinacodes
especificas de HSPs sdo induzidas em resposta a
diferentes estresses, e além de proteger proteinas,
HSPs atuam como reguladores da protecao
oxidativa e de especificidade a natureza do estresse
(BARTELS; SUNKAR, 2005). Em circunstancias
gerais as HSPs ndao tém um envolvimento direto
com respostas de defesa de plantas a patégenos,
entretanto, chaperonas Hsp90 e Hsp70 sao
componentes essenciais em sistemas de defesa
por reforcar a sinalizacao, pela sua interacao

3



Thermal Pest Control (TPC) Il: Aspectos Gerais do Efeito Biolégico do Fluxo de Ar Quente

na Protecédo da Videira contra o Mildio

com proteinas R e MAP quinases (SIPK) de
reconhecimento de patégeno e transducao de sinais
de defesa em Nicotiana sp., trigo e milho (KANZAKI
et al., 2003; LIU et al., 2004).

De acordo com as premissas (i-iii) de Widiastuti

et al. (2010), um tratamento por calor somente
ao desenvolvimento de estruturas do patégeno,

ii) remocao de inéculo da superficie de partes
vegetativas e/ou reprodutivas da planta, iii) por
meio de mecanismos constitutivos de defesa ou
IR, e, adicionalmente, iv) por uma combinacao dos
fendmenos citados.

A luz do exposto, o objetivo do presente trabalho foi
o de avaliar diversas combinacdes de tratamentos
TPC baseados em FAQ, sobre estruturas da planta
e patdégeno, em termos de: i) redugcao do mildio
(modelo de estudo) em experimentos de casa

de vegetacao e campo; ii) investigar atividade

de injuria e inibicdo de estruturas do patégeno
(esporangioforos, esporangios e zodsporos de
Plasmopara viticola) e iii) investigar respostas de IR,
por monitoramento de atividades enzimaticas de PR-
proteinas, atividade de PPOs, teores de fendis totais
e lignina.

Metodologia

Ensaios de progresso de doenca em casa
de vegetacao

Plantas da cv. Cabernet Sauvignon (CS), cultivadas
em sacos plasticos com substrato 2:0,5:1 (areia/
argila/himus), em ambiente de casa de vegetacao
(situada a Embrapa Uva e Vinho, lat.: 29,1°S, lon.:
51,5°0), com rebrotas de 60 dias, foram submetidas
a um ensaio envolvendo aplicacdo de fluxo de

ar quente (FAQ) e inoculacdo com Plasmopara
viticola, o agente causador do mildio da videira.
Cada tratamento de FAQ consistiu na aplicacao de
um fluxo (500 L min') de ar quente por 0,5 s, em
aplicacao unica, simulando o fluxo que é expelido
por um equipamento Thermal Pest Control (TPC).
Vérias combinacdes de tratamentos envolvendo
aplicacdoes FAQ foram ensaiadas: i) ar quente a
60°C, 5x pré-inoculacao; ii) ar quente a 120°C, pés-
inoculacao a cada dois dias; iii) ar quente a 120°C,
5x pré-inoculacao e iv) ar quente a 120°C, 10x pré-
inoculacao. Nesse ponto, é conveniente informar que
os valores de 60°C e 120°C utilizados se referem

as temperaturas do FAQ ao atingirem as folhas e
que FAQ de 60°C por 0,5 s produz aumento subito
de 3°C (AT = 3°C) na superficie da folha, enquanto
FAQs de 120°C por 0,5 s resulta em AT = 8°C
(MONTEIRO et al., 2014). O grupo controle (Ctrl-)
permaneceu com as folhas expostas a temperatura
ambiente (aprox. 25°C). O ensaio foi organizado
em blocos inteiramente casualizados (DBC), com
trés repeticdes por tratamento, a partir de uma
unidade experimental de cinco plantas por repeticéo.
Cada bloco (comportando uma repeticao de cada
tratamento) foi estruturado sobre uma bancada
apoiando uma gaiola plastica transparente (2,5 m

X 1,0 m x 1,8 m), com o uso de um umidificador
ultra-som interno para garantia da umidade relativa
sempre acima de 80% e 12 h de fotoperiodo.

As avaliacOes foram realizadas apdés inoculacao com
uma suspensado de esporangios (5 x 10* esp. mL")
de P. viticola, aos 8, 14, 19, 23 e 27 dias apds a
inoculacao (DAI). Percentuais de protecao (valores
% nas caixas) foram obtidos a partir dos valores de
AACPD de cada tratamento (CAMPBELL; MADDEN,
1990). Os niveis de severidade de sintomas/sinais
foliares (4rea da mancha de 6leo; area tomada pela
pulveruléncia do pseudofungo) foram anotados por
avaliador Unico, devidamente treinado na escala
diagramatica de Azevedo (1998) dividida em seis
niveis de doenca, cobrindo 0-100% de severidade.
As leituras foram divididas em seis classes e
submetidas a transformacéo angular ® = arcsen
(ID'?), sendo ai realizados testes de normalidade,
ANOVA e inferéncias a 5% de probabilidade sobre
os dados avaliados, e considerando ID (%) como a
intensidade de doenca (CZERMAINSKY, 1999).

Ensaios laboratoriais para caracterizacao
de atividade biolégica

Um ensaio para verificacdo de toxidez direta
sobre estruturas de dispersao do P. viticola foi
realizado em folhas da cv. Cabernet Sauvignon
infectadas com mildio, 20 dias apds inoculacéao.
Foram selecionadas dez folhas com um mesmo
padrao de severidade em sintomas e presenca de
estruturas de frutificacdo do pseudofungo. Sobre
a superficie abaxial, diretamente nas estruturas do
patégeno, foram aplicados tratamentos de FAQ a
120°C, cinco vezes em um grupo de folhas e dez
vezes em outro grupo, com o grupo controle sem
tratamento algum. Com o gasto de volume fixo de
25 mL de agua destilada e um pincel, esporangios
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foram delicadamente removidos da superficie

abaxial das folhas e coletados. Para contagens e
estudo da morfologia dos esporangios, 100 L do
inéculo foram depositados em cada cavidade de
uma ladmina escavada. As cavidades foram divididas
em quatro quadrantes e, para o indculo recolhido de
cada tratamento, foram analisados aleatoriamente
100 esporangios por quadrante e o delineamento
obedecido foi o inteiramente casualizado (DIC), com
a unidade experimental sendo um unico esporangio.
As laminas foram incubadas em ambiente saturado e
mantidas a 25°C. Os esporangios foram visualmente
inspecionados, a 3 e 15 horas apés o preparo (HAP)
da suspensao e disposicao nas laminas, em termos
de: esporangios nao ativos (zodsporos nao lancados)
e esporangios ativos (vazios, com zodsporos ja
lancados no meio). A atividade de zoésporos também
foi visualmente confirmada, mas de quantificacao
impossivel em ampliacdo de 400x em microscépio
ético.

Para o levantamento de evidéncias de respostas
metabdlicas associadas a inducao de resisténcia em
células foliares de videira submetidas ao tratamento
FAQ, foram realizados ensaios para coleta de
amostras em plantas das cvs. Cabernet Sauvignon
(CS) e Bordo, a partir de rebrotas de 45 dias. As
plantas foram cultivadas seguindo as especificacdes
acima descritas para conducao de experimentos em
casa de vegetacao. Para cada cultivar, tratamentos
de FAQ foram aplicados durante 0,5 s, em dois
niveis, 60°C e 120°C em todas as folhas. O grupo
controle (Ctrl-) permaneceu com as folhas expostas
a temperatura ambiente (25 + 2°C). De cada
tratamento, foram realizadas coletas de folhas para
extracao de proteinas sollveis totais, as 12, 24, 48 e
72 horas apds tratamento (HAT), em trés repeticoes
por tratamento e tempo de coleta, com as parcelas,
uma planta por repeticdo, dispostas em DIC. A cada
coleta, folhas foram destacadas por uma lamina,
removendo-se o peciolo. Imediatamente, folhas foram
delicadamente lavadas em agua destilada, secas em
papel absorvente e congeladas com nitrogénio liquido
antes do armazenamento em freezer — 80°C.

Para ambas as cultivares, a extracao de proteinas
sollveis totais das amostras foi realizada por
maceracao do tecido fresco em tampao fosfato de
potéassio (PBS, 100 mM pH 7,2 + NaCl 0,5 mM), em
uma relacdo 1:5 m/v. Em seguida, o extrato filtrado
foi centrifugado por 13 min a 4°C a 12.600 x g e

o sobrenadante recolhido. A dosagem de proteinas

na Protecdo da Videira contra o Mildio

soltveis seguiu 0 método de Bradford (1976), em
aliquotas e diluicoes adequadas para a curva padrao
de BSA, previamente ensaiada. A determinagcao

da atividade de peroxidases de monoligndis (GPX)
seguiu a metodologia inicialmente proposta por
Urbanek et al. (1991), com modificagcdes. A mistura
de reacado conteve uma aliquota dos extratos de
cada amostra, guaiacol 60 mM e H202 20 mM,

com diluicdes (com o tampao de extracao, sem
adicao de NaCl), tempo de reacdo e aliquotas

para cada cultivar, ajustadas para maximizar a
catéalise enzimatica na absorbancia de 480 nm.

Para determinacdo da atividade difenolase de
polifenoloxidases (PPO), usou-se procedimento
analogo ao utilizado para GPX, por meio da adicao
de pirocatecol (60 mM) a mistura de reacéo, e
leitura em 410 nm (GAUILLARD et al., 1993).

As aliguotas das amostras para as atividades de
GPX e PPO foram de 100 uL.

A atividade de quitinases (CHI) foi determinada pela
adicao de 150 uL do extrato protéico a solucao
com 130 uL do tampao de extracdo (sem NaCl) e
60 uL de CM-Chitin-RBV (2 mg mL"), substrato
especifico para quitinase fornecido por Loewe
Biochemica GmbH, em microplacas de 96 pocos
(350 uL/poco). Apéds incubacao a 35°C, por 80
min, as amostras foram acidificadas com 50 uL de
HCI 0,5 N, resfriadas e centrifugadas (1.450 x g
por 10 min). Aliquotas de 210 yL do sobrenadante
de cada amostra foram transferidas para uma nova
microplaca, para leitura a 492 nm em um leitor de
ELISA (WIRTH; WOLF, 1990). Atividades de B-1,3-
glucanases (GLU) foram medidas de forma anéloga,
usando-se, desta vez, outro coldide substrato: CM-
Curdlan-RBB (4 mg mL"), ajustando-se aliquotas

e diluicbes das amostras no tampao de extracao
sem NaCl. Para promover a acao hidrolitica da GLU
foi adotado tempo de incubacao de 35°C por 100
min, antes da leitura em leitor de ELISA regulado
para leituras de 620 nm. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata. Para todas as enzimas,

foi definida uma unidade de atividade enzimatica
(UA) como sendo a alteracao de uma unidade de
densidade 6tica, por miligrama de proteina, por
minuto.

Para quantificacao de lignina, aliquotas de 0,2 mg

de tecido foliar fresco foi homogeneizada e incubada
com acetona PA 85% por 48 h, centrifugado 7500 x
g por 15min. O precipitado foi seco e incubado com

5 mL de acido tioglicélico em HCI 2N durante 4 h.
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Apéds procedimento de lavagens e centrifugacoes,

a absorbancia a 280 nm foi medida e valores
convertidos em curva padrao de alkali-2-hidroxipropil
éter (MONTIES, 1989). Determinacao colorimétrica
de fendis totais nas amostras de folhas tratadas

por FAQ foi ensaiada a partir do método de Spanos
e Wrostad (1990), com adaptacdes. Uma aliquota
de 100 uL do extrato de cada amostra foi diluida
em 900 mL de 4gua grau MilliQ + 5 mL 1:10 (v/v)
do reagente de Folin-Ciocalteau em 4 mL de 75

g L' de Na,CO, e o conjunto foi agitado por 1 h a
23°C. As absorbancias das misturas, por amostra,
foram medidas a 765 nm, e as concentracdes
foram aferidas por uma curva padrao de tirosina,
com os pontos distribuidos linearmente até a leitura
espectrofotométrica de novecentos mili-absorbéancia
(mA).

Ensaios de progresso de doenca em
condic6es de campo

Ensaios em condicées de campo foram conduzidos
em vinhedos da Vinicola Geisse (Pinto Bandeira — Rio
Grande do Sul) entre os meses de agosto de 2013 a
fevereiro de 2014, com plantas das cvs. Chardonnay
e Pinot-Noir, com aproximadamente quatro anos de
idade. Para a aplicacdo dos tratamentos e avaliacOes
de doenca, foram utilizadas fileiras com espagamento
de 2,5 x 1 m. Na area de ‘Pinot Noir’ as parcelas
consistiram em cinco linhas de espaldeira, com cerca
de 70 metros, em média, sendo Util apenas a linha
central e as demais usadas como bordadura. Na area
de ‘Chardonnay’, por ser mais estreita, as parcelas
eram formadas de trés linhas, sendo Gtil a linha
central e as demais usadas como bordadura.

Para cada cultivar estudada, o desenho experimental
adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), com
parcela experimental de uma (1) planta, com dois
tratamentos e dez repeticoes. O primeiro tratamento
(QUI) consistiu na aplicacao do protocolo quimico
tradicionalmente usado na propriedade, sem
aplicacao de TPC. O segundo tratamento (TPC +
QUI) consistiu na aplicacdo de protocolo quimico
complementado pela aplicacdao de TPC, em um total
de 11 aplicacoes de TPC entre os meses de outubro
a dezembro de 2013, apds o inicio da floracao.

Nos meses de outubro e novembro de 2013,

e janeiro e fevereiro de 2014, foram realizadas
avaliacdes da incidéncia e severidade de mildio nas
folhas e, depois, nos cachos das plantas, a partir

de inoculacado natural no vinhedo. As avaliacdes da
doenca foram feitas em todas as folhas de ramos
sorteados nas plantas, e, posteriormente, em trés
cachos por ramo produtivo, em cada repeticdo. Da
mesma forma que feito nos ensaios em casa de
vegetacao, os niveis de drea tomada por sintomas/
sinais foliares foram anotados por avaliador Unico,
devidamente treinado na escala diagramatica de
Azevedo (1998), dividida em seis niveis de doenca

e cobrindo 0-100% de severidade. O tratamento de
dados de avaliacdo seguiu conforme foi realizado
para as avaliacOes em casa de vegetacao, acima
descrito. Para avaliacdo de doenca nos cachos

foi utilizada uma escala gréafica desenvolvida pelo

Dr. Marcus A. K. Almanca para podridao cinzenta
(Botrytis cinerea), ainda nao publicada. A escala
gréfica adaptada para cacho também foi dividida em
seis niveis de doenca, até cobrir 100% de doenca no
cacho. Isso permitiu o uso da mesma metodologia de
quantificacdo de severidade e analise dos dados feita
nas avaliacdes das folhas e descrita anteriormente.

As aplicacdes do TPC (Lazo TPC do Brasil LTDA)
foram realizadas com o equipamento configurado a
140°C e velocidade de deslocamento de 2,4 km h'.
A distancia média entre a saida do difusor de ar do
TPC e o dossel das plantas era de aproximadamente
20 cm, podendo variar de 10 a 30 cm, dependendo
de irregularidades no terreno. Nessas condicodes, a
temperatura média do fluxo de ar quente ao atingir
o dossel é de 90 a 120°C, dependendo da altura
considerada na espaldeira, provocando choques
térmicos de 3 a 8°C, sendo mais baixa no terco
inferior e mais alta no terco superior da espaldeira
(MONTEIRO et al., 2014).

Analise estatistica

Neste trabalho foram realizadas anélises sobre dados
numéricos, estatistica descritiva, testes de Shapiro-
Wilk, Kolmogorov-Smirnov e Levene, andlise de
variancia, testes F e Tukey todos com um nivel de
significancia de 5%. Os célculos foram realizados
com o uso de ferramentas estatisticas, como o
OriginPro 8 (OriginLab Corp.) e SISVAR (Ferreira,
2000), da Universidade Federal de Lavras.

Resultados e Discusséao
Ensaios com aplicacao de FAQ sobre o limbo de

folhas de videira infectadas, simulando o tratamento
por TPC em campo, foram conduzidos para
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investigar os efeitos do FAQ sobre as estruturas de
Plasmopara viticola, o agente causador do mildio.

O estado visual de esporangiéforos emergidos dos
estdOmatos, rompimento de esporangios e atividade
de zodésporos no meio de preparo foram observados
em estereoscépio e microscépio 6tico (MO), com
aumentos entre 50-400x. Por inspecao visual, foi
verificado que o FAQ produziu uma eliminacéo de
esporangiéforos maduros e esporangios da superficie
abaxial do limbo foliar, o que se refletiu na reducéao
da concentracao da suspensao de esporangios obtida
do mesmo tecido, apds imposicao dos tratamentos
de FAQ. Para os preparos microscoépicos, as
concentracoes para os as folhas nao tratadas por
FAQ (Ctrl-), tratadas com 120°C (5x) e 120°C (10x)
foram, respectivamente, 6,7 x 104, 3,1 x 10%e 1,1
x 10* esporangios mL", ressuspendidos em volume
padronizado. E possivel considerar que néo foi
adotado um método mais preciso para escolhas das
folhas do que a avaliagao visual e que isso poderia
causar perda de acuidade neste ensaio, porém o
efeito de remocéao das estruturas mais amadurecidas
(“efeito limpeza”) foi facilmente verificado (Figuras
1A e 1B).

Com as suspensdes de esporangios provenientes das
folhas tratadas com FAQ a 120°C 5x e 10x, e nao
tratadas, foi realizada uma avaliacdo da atividade de
esporangios no langamento de zodésporos ao longo do
tempo. Foi verificado, apds duas contagens de 400
esporangios por tratamento, a trés (Figuras 1C, 1E e
1G) e 15 horas (Figuras 1D, 1F e 1H) apds preparo
(HAP) que o FAQ, a 120°C, aplicados 5x (Figuras

1E e 1F) e 10x (Figuras 1G e 1H), nao inviabilizou

o lancamento de zo6sporos para o meio de preparo,
muito menos inativou os zodsporos lancados. Os
zoOsporos provenientes das estruturas submetidas ao
FAQ comportaram-se como os zodésporos lancados
pelos esporangios coletados das folhas ndo tratadas
(Figuras 1C e 1D), nao sendo possivel a quantificacao
de zoésporos com um aumento de 400x.

O FAQ produziu um aumento na atividade de
lancamento de zodsporos pelo esporangio, que

foi muito significativo a 15 HAP (P < 0,01),
assemelhando-se a uma resposta dose dependente,
em termos de nimero de aplicacdes de FAQ (Figura
2A). Esse aumento na atividade de esporangios no
inéculo ressuspendido de folhas tratadas 5x e 10x

a 120°C, por conseguinte se refletiu no nimero

de esporangios nao ativos contados, apés 15 HAP
(Figura 2B). Essas evidéncias reforcam uma auséncia

na Protecdo da Videira contra o Mildio

de inibicao nas funcdes biolégicas de dispersao de
P. viticola, e no reinicio do ciclo de parasitismo do
patégeno. Na verdade, muito pelo contrario: o FAQ
produziu uma ativagao na propriedade do esporangio
em lancar zo6sporos, a 15 HAP, sensivel, inclusive,
ao numero de aplicacoes de FAQ experimentadas.
Sem referéncias sobre a sensibilidade a temperatura
de P. viticola, microrganismos taxonomicamente
préximos do pseudofungo mostram resisténcia

a aumentos de temperatura. Recentemente, foi
encontrado um novo isolado de Phytophthora
hydrogena. Essa espécie mostrou um crescimento
vegetativo 6timo entre 30-35°C, mas mostrou
tolerancia é crescimento em faixa de temperatura
entre 5-40°C (YANG et al., 2014). Um outro
exemplo é o mofo azul do fumo, causado pelo
oomiceto Peronospora tabacina. Ensaios térmicos
com este microrganismo demonstraram que a
ativacao dos esporangios de dois isolados diminuiu
ao longo de 48 horas em temperaturas acima de
16°C. No entanto, cerca de 3% dos esporangios
sobreviveram mesmo apds exposicao de 24 horas
em temperaturas de 70°C (SUKANYA; SPRING,
2013).

Ou seja, deve existir uma tolerancia térmica para

os isolados de P. viticola. E mais, aparentemente

héd uma faixa 6tima de temperatura para a liberacao
de seus zodsporos. Considerando que aplicacoes

de FAQ na temperatura de 120°C produzem, no
maximo, variacoes de temperatura de 8°C sobre a
folha, é possivel hipotetizar que o choque térmico
imposto pelo FAQ do TPC fique ainda distante

de atingir um efeito de inativacado térmica dos
propagulos do patégeno, ou mesmo danificar a
estrutura do esporangio. Para se aumentar o choque
térmico e um eventual efeito sobre o patégeno,

uma possivel solugdo seria aumentar a temperatura
do FAQ ou o tempo de aplicacao. No entanto,

esse aumento esta limitado a resisténcia da propria
folha ao calor, de modo a nao sofrer injdrias que
prejudiquem a planta. E o tratamento de 120°C a
0,5 s ja estd muito préximo desse limite, pois folhas
de Cabernet Sauvignon tratadas com FAQ por 0,5s
comecam a exibir danos por queimadura na faixa
entre 120 e 130°C, exibindo até 10% de area do
limbo foliar necrosada ap6s uma aplicacdo de 0,5 s a
130°C (MONTEIRO et al., 2014).

Em ambiente controlado (casa de vegetacao),
ensaios foram realizados para submissao e coleta de
tecido foliar das cvs. Cabernet Sauvignon (CS, V.
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Antes Depois

Foto: Fabio R. Cavalcanti.

3 horas 15 horas

Fig. 1. Anélise visual do impacto do fluxo de ar quente sobre as estruturas propagativas de P. viticola. A. Esporangiéforos imaturos (seta
vermelha) e maduros (seta azul) antes do tratamento. B. Na mesma regido da folha infectada de Cabernet Sauvignon, apds a aplicacdo 10x
fluxo de ar quente a 120°C durante 0,5 s, é possivel observar a remocéao de alguns esporangiéforos maduros e a permanéncia de estruturas
imaturas, possivelmente apds dispersdo de indculo secundéario. Em C, esporangios retirados de folhas ndo tratadas (Ctrl-), 3 horas apds
preparo (HAP) da suspensédo. D. Esporangios do Ctrl-, 15 HAP, com zodésporos encapsulados (ndo vidveis/ativos, seta vermelha) e apés a
sua liberacdo (viadveis/ativos, seta azul). No Ctrl- ndo foram verificadas alteracées significativas (P<0,05) nas proporcdes de esporangios
vidveis e ndo viaveis, dentro do intervalo de tempo. E, F. Esporangios retirados de folhas submetidas a cinco aplicacdes de fluxo de ar quente
a 120°C, respectivamente 3 e 15 HAP de uma suspensdo com aprox. 4 x 10* esp. mL"'. E possivel verificar um significativo aumento (P <
0,01) na proporcéo de esporangios vidveis sobre esporangios totais, com relacdo ao controle negativo (Ctrl-). G, H. Esporangios retirados de
folhas submetidas a dez aplicacdes de fluxo de ar quente a 120°C, respectivamente 3 e 15 HAP de uma suspensdo com aprox. 1,5 x 10* esp.
mL"'. Apés as dez aplicagées, foi evidenciado um aumento significativo (P < 0,01) na proporcéo de esporéngios viaveis sobre esporangios
totais em comparacdo com o tratamento de 120°C aplicado cinco vezes. As estruturas foram ressuspendidas em preparo aquoso, com
magnificacdo de imagem entre 400-450x em MO.
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Fig. 2. Teste de viabilidade do esporangio no lancamento de zodsporos em meio aquoso. A. Percentual de esporangios que lancaram
zodsporos para o meio (esporangios ativos ou vidveis) sobre o nimero total de esporangios contados por tratamento (n = 400), apés 3 e
15 HAP. B. Percentual de esporangios que permaneceram inalterados, sem lancar zodsporos (esporangios nao ativos/viaveis), sobre o total
de esporangios contados por tratamento (n = 400), apés 3 e 15 HAP. Os esporangios foram obtidos de folhas infectadas por P. viticola
submetidas a nenhum tratamento (Ctrl-), cinco (120 5x) e dez (120_10x) aplicacdes de fluxo de ar quente a 120°C por 0,5 s. Asteriscos
confirmam presenca de zodsporos ativos em meio aquoso, apds inspecdo por MO. Valores dos mesmos tratamentos seguidos com as
mesmas letras mailsculas nao diferem significativamente entre 3 e 15 HAP, de acordo com o teste de Tukey (P > 0,01). Valores em cada
tempo e em diferentes tratamentos, seguidos com letras minuUsculas, ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (P >
0,01).

vinifera) e Bordd (V. labrusca), em rebrotas de 45-60 Com relacao as respostas de peroxidases (GPX)
dias, a tratamentos de FAQ simulando as condicbes de CS, é possivel observar que, curiosamente, ao
do TPC. A partir desse material, foram realizadas longo do intervalo de 12-72 HAT, as atividades da
andlises envolvendo atividade enziméatica de PR- enzima em tecido tratado por FAQ de 120°C foram
proteinas, teores de fendis sollveis e lignina, na menores do que nas plantas submetidas a 60°C,
tentativa de evidenciar ativagdo da SAR por FAQ, que mantiveram o nivel de atividade das plantas
em algumas varidveis relacionadas a IR. controle (Figura 3C). De modo sensivelmente
inverso, na cv. Bordd, os niveis de atividades
Houve proeminente decréscimo na atividade de GPX em plantas submetidas a 120°C aparecem
B-1,3-glucanases (GLU) das plantas CS tratadas a maiores do que das plantas controle e tratadas a
60°C e 120°C a partir de 48 h, em relacao as plantas 60°C (exceto a 12 HAT), aparentemente em um
controle (Figura 3A). Com relacédo a Bordd, nao padrao dependente da maior dose de temperatura
foram observadas diferencas entre os tratamentos, (Figura 3F). Considerando as atividades de
no intervalo 12-72 horas apés a imposicao dos polifenoloxidases (PPO) em CS, no intervalo
tratamentos (HAT) (Figura 3D). Considerando as estudado, plantas expostas a 60°C e 120°C
respostas de quitinases (CHI) da CS, os niveis mostraram aumento significativo em relacao ao
atividade da enzima do tecido exposto a 120°C foram controle, principalmente ap6s 24 HAT (Figura 4A).
discretamente (ndo significativamente) maiores que Em Bordd, aumentos nas atividades de PPO foram
os da temperatura controle apés 24 HAT, os quais ainda mais evidentes, com respostas proporcionais
nao diferiram significativamente das plantas de CS aos niveis de temperatura do fluxo de calor aplicado
submetidas a 60°C (Figura 3B). De modo particular, sobre as folhas e sustentadas ao longo do intervalo
na cv. Bordd, a atividade de CHI a 120°C e a 60°C 12-72 HAT (Figura 4C).
foi cerca de 3x maior do que as plantas controle, a
12 HAT, mas, em seguida, retornaram aos niveis Aqui, é conveniente lembrar que, enquanto CHI
do controle (Figura 3E). De um modo geral, os e GLU sao enzimas que degradam diretamente
tratamentos nao causaram diferencas ao longo do a parede da hifa do patégeno, GPX e PPO estao
tempo nas atividades de GLU e CHI, considerando as associadas a biossintese de lignina e o reforco da

duas cultivares e o intervalo estudados. parede celular vegetal (CAVALCANTI et al., 2007).
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Fig. 3. Atividades de B-1,3-g|ucanases (GLU), quitinases (CHI) e peroxidases (GPX) em folhas de videira cvs. C. sauvignon e Bord6, em

rebrotas de 40 dias. Tratamentos de fluxo de ar quente foram aplicados 60°C (-m-)e 120°C (-A-) por 0,5 s, e plantas controle 25°C (Ctrl,-o-)

nao tratadas. Respostas enzimaticas foram avaliadas 12, 24, 48 e 72 horas apds o tratamento térmico. Barras de erros indicam desvio-padrao

da média.

Em dois estudos envolvendo plantas de meldao

e morangueiro, foram observados aumentos em
atividades de GPX, acimulo de AS (em morangueiro)
e aumentos nos niveis de expressao de genes de
GPX, CHI e GLU, associados a 30-50% de protecéao
de plantulas expostas a 50°C durante 20s, com
um efeito negativo, mas nao significativo (P <
0,05) sobre Botrytis cinerea e Colletotrichum
gloeosporioides (WIDIASTUTI et al., 2010; 2013).
Ambos os estudos contaram com um controle
positivo (2-benzisothiazol-3(2H)-one 1,1-dioxide,
BIT) que induziu SAR, mas nao promoveu protecao
de plantas. Os autores concluiram que mecanismos
complementares de IR podem estar atuando no
atraso do progresso da doenca. A despeito dessas
evidencias acima para choques térmicos de 20 s,
trabalhos evidenciando SAR ativada por qualquer
tipo choque térmico (e tempos de exposicao)

sdo escassos, e centralizados em culturas muito
sensiveis a perturbacdes associadas a SAR, como
curcubitaceas e Arabidopsis.

No texto introdutério do presente trabalho, foi
reenquadrada a participacdo do FAQ como um
agente de estresse de pré-condicionamento
(priming) celular, e ndo um indutor de resisténcia
per se. Assim, para dependéncia de um 2° estresse
(infeccao; estresse bidtico), vém sendo evidenciadas
participacdes cada vez mais importantes de
horménios vegetais, como &cido salicilico (AS), acido
jasmodnico (AJ), etileno e acido abscisico (ABA),

nos processos celulares de selecdo de resposta de
defesa a multiplos estresses, pela expressao muito
particular de um conjunto de genes. E tais respostas
a multiplos estresses podem ser mutuamente
aditivas (aumento da defesa) ou antagbnicas, em
funcao de tempos de exposicao, natureza fisica e
severidade dos estresses envolvidos (ATKINSON;
URWIN, 2012). Por exemplo, em arroz, a resisténcia
a Magnaporthe grisea é mediado por um balanco
muito delicado entre niveis de ABA e AS. O ABA
antagoniza defesas baseadas em JA e etileno
(necrotroéficos), por meio da repressao irreversivel
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Fig. 4. Atividades de polifenoloxidases (PPO) e contelido de fendis hidrossollveis totais em folhas de videira cvs. C. Sauvignon e Bordd, em
rebrotas de 40 dias. Tratamentos de fluxo de ar quente foram aplicados 60°C (-m-) e 120°C (-A-) por 0,5 s, e plantas controle 25°C (Ctrl,-O-)

nao tratadas. Respostas foram avaliadas 12, 24, 48 e 72 horas apds o tratamento térmico. Barras de erros indicam desvio-padrao da média.

de genes associados a esta defesa, como o PDF7.2.
E, no sentido “oposto”, tratamento com etileno
pode ativar ABI1 e ABI2, que sdo dois reguladores
negativos da sinalizacao por ABA (ASSELBERGH et
al., 2008).

Talvez para constatar um papel hormonal induzido
por FAQ no priming de defesa, Domingues (2013)
conduziu um experimento de campo em Petrolina-PE,
envolvendo um parreiral em sistema latada da cv.
Festival, para comparacao de dois esquemas iguais
de controle quimico (QUI), diferindo em um deles
apenas pela insercdo das aplicacoes do tratamento
TPC, (QUI + TPC). As amostras foliares foram
coletadas diariamente e devidamente armazenadas
para andlise de hormoénios. Nesse estudo, nao

foram encontradas diferencas significativas

entre concentracao dos hormoénios ABA, AJ e

AS, considerando as amostras diarias, em folhas
submetidas a tratamentos QUI e QUI + TPC durante

quase 40 dias. De um modo geral, foi observada
sensivel queda nos teores de ABA ao longo dos

dias nos dois tratamentos, sendo que nas plantas
expostas ao TPC, essa queda ocorreu de um modo
pouco menos acentuado. Com relacdo aos teores
de AJ e AS entre os dois tratamentos, os perfis de
respostas foram os mesmos ao longo das aplicacoes
(DOMINGUES, 2013).

A despeito dos relatos de ABA na inibicao da
sinalizacao de defesa, esse horménio também
pode ter um papel positivo na protecao de plantas,
considerando patégenos que dependam sobremodo
do estdbmato para penetracao no tecido hospedeiro.
Um modelo proposto por Atkinson; Urwin (2012)
baseado em Ton et al. (2009) sugere que: i)

ABA causa fechamento estomatico, dificultando

a penetracao de patégenos. Nesse ponto, ABA
antagoniza AS, AJ e etileno para poupar energia, ja
que a participacao dos ultimos na defesa ainda nao é
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necessaria; ii) Em um 2° momento, sdo mobilizadas Em ambiente controlado (casa de vegetacao), tanto
defesas de pds-invasao envolvendo enrijecimento de em CS quanto em Bord6 foi observada queda na
parede celular e calose, um processo influenciado concentracao de fendis hidrossolluveis no periodo

por ABA,; iii) ABA sai de cena e PAMPs induzem 12-72 HAT, tanto nas plantas tratadas (ainda mais
repostas tipicas de defesa locais e a longas proeminente em CS), quanto no grupo controle (Figura
distancias baseadas em AS (SAR) ou AJ e etileno. 4B, 4D). Em Bordd, o decréscimo nos teores de fendis

totais pareceu seguir um padrao inverso da dose de
De fato, um estudo mostrou que Plasmopara viticola calor do FAQ, com a maior reducdo associada ao

depende do estdmato para penetrar e esporular, tratamento com 120°C (Figura 4D). Com relacéao aos
sugerindo uma atuacao do pseudofungo sobre teores de derivados do acido tioglicdlico (lignina),
as células guardas (ALLEGRE et al., 2006). Foi houve uma resposta nao significativa (P > 0,05) de
verificado que, em folhas infectadas, a presenca do aumento nas plantas de CS submetidas aos dois niveis
patégeno sob as cavidades mantém os estébmatos de fluxo térmico, com relagao ao controle, 72 HAT
de folhas de videira abertos, mesmo no escuro ou (Figura 5). Plantas cv. Bord6, expostas ao tratamento
sob restricao hidrica severa, aumentando muito a de 120°C, mostraram um indicio de acimulo de
sensibilidade da planta a seca (mas nao ao calor). lignina, com relagao ao grupo controle, e as plantas
Os autores verificaram um indicio de recuperacao de 60°C. No entanto, em ambas cultivares, diferencas
do fechamento estomatico por aplicacdo exdégena significativas (P > 0,05) nao foram encontradas, em
de ABA, sendo possivel a participacdo de uma 72 HAT (Figura 5).
substancia produzida pelo oomiceto que inibe o
fechamento estomatico, podendo ter um papel Também em ambiente de casa de vegetacao, foram
semelhante a fusicocina ou coronatina, interferindo conduzidos ensaios visando ao monitoramento
em algum ponto da sinalizacao de ABA, fluxos do progresso do mildio (Figura 6) durante
ibnicos, geracao de espécies ativas de oxigénio ou aproximadamente um més de acompanhamento.
cascatas de quinase/fosfatase (DESIKAN et al., Trés tratamentos de FAQ foram aplicados sobre as
2004: ALLEGRE et al., 2006). folhas de rebrotas da cv. CS, de 45-60 dias, antes
da inoculacdo, e um tratamento, apés. O objetivo do
Mesmo assim, de uma forma ou de outra, tratamento FAQ a 120°C, aplicado a cada 2 dias apds
Domingues (2003) nao evidenciou alteracdes de a inoculacao com P. viticola, foi o de atribuir um fator
ABA (nem de AS e AJ) em folhas de videira, sob ‘curativo’ ao FAQ simulando o tratamento TPC. Os
aplicacao suplementar de FAQ do TPC. Tampouco tratamentos de FAQ aplicados antes da inoculacéo
no presente trabalho, foram observadas respostas investigaram a capacidade ‘protetora’, essencialmente
robustas de SAR. buscando por ativar respostas de defesa, ou IR, para
18 - Ctrl-
60_0,5s
1.6 1 =120 0,5s
1.4 1 1,3a 1,2a 1,2a
< 12 111a 1,12 1,1a
L
= 10 A
(@]
g 0,8 -
0,6 1
0,4 1
0,2 T
0,0 T

CS 72 HAT Bordd

Fig. 5. Teores de lignina em folhas de videira, CS e Bordd, 72 HAT, submetidas a niveis de temperatura do fluxo de calor 25 (Ctrl-), 60 e
120°C por 0,5 s. Nao ha diferencas significativas entre as médias, dentro de cada cultivar avaliada, de acordo com o teste de Tukey

(P > 0,05). A lignina é um polimero polifendlico que participa do reforco da parede celular e pode dificultar a entrada de patdgenos.
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atrasar o progresso da doenca. Esses tratamentos
‘protetores’ foram FAQ a 60°C, bx; 120°C, bx e
120°C, 10x, todos em pré-inoculacao. O tratamento
‘curativo’ (também visando mirar o calor no
patégeno) foi representado por plantas submetidas
ao FAQ de 120°C, pés-inoculacao, aplicado a cada
dois dias, sendo que plantas controle

(Ctrl-) foram compostas por parcelas ndo tratadas
por FAQ e inoculadas. Desse ensaio, foram
observadas protecdes de planta marcadamente
reduzidas em folhas, variando entre 14,1 a 25,2%,
valores que, mesmo sem um estudo adequado

de perdas, permitiriam niveis alarmantes de risco
econdmico associado a incidéncia de mildio, em
condicoes de campo (Figura 6). Alids, resultados

60 A

W Ctrl- A
T60_3_5pre

50 A

% indice de doenca

0 8 14 19 23 27
60 -
W Ctrl- C
T120_8 5pre

50 -

% Indice de doenga

DAI
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comentados logo abaixo, em dois vinhedos
comerciais, refletem os discretos niveis de controle
da doenca obtidos por tratamentos com FAQ,
principalmente na fase vegetativa das rebrotas
(Figura 8A, 8B), seguindo o que foi observado em
condicoOes controladas.

Em condicOes de casa de vegetacao, nenhum
tratamento baseado no FAQ produziu diferencas
significativas em avaliacdes realizadas a cada

dia, entre o controle negativo e o respectivo
tratamento FAQ (P > 0,05, de acordo com o teste

t de Student), a 8, 14, 19, 23 e 27 dias apds
inoculacao (DAI) (Figura 6). Os baixos percentuais de
protecado obtidos em casa de vegetacao foram, por

60 A

m Ctrl-
T120_8 pos

0 8 14 19 23 27
60 7
B Ctrl- D
50 - T120_8_10pre
40 A
30 A
20 A
10 - 14,1%
0 T T T T 1
0 8 14 19 23 27
DAI

Fig. 6. Protecdo de planta usando-se fluxo de ar quente (FAQ) no controle do mildio, por 0,5 s: A. Ar quente a 60°C (AT = 3°C), 5x pré-

inoculacdo, B. Ar quente a 120°C (AT = 8°C), pds-inoculacdo a cada dois dias, C. Ar quente a 120°C (AT = 8°C), 5x pré-inoculacdo, D. Ar

quente a 120°C (AT = 8°C), 10x pré-inoculacdo. Avaliacdes foram realizadas em videira (rebrotas de 45-60 dias) cv. Cabernet Sauvignon

inoculadas com uma suspensdo de esporangios (5 x 10* esp. mL") de P. viticola, aos 8, 14, 19, 23 e 27 dias apds a inoculacio (DAI).

Percentuais de protecéo (valores % nas caixas) foram obtidos a partir dos valores de AACPD de cada tratamento e ndo mostraram diferencas

com relacdo ao controle (Ctrl-, 0,0%), pelo teste de Tukey (P > 0,05). Dentro dos dias de avaliacdo, ndo foram observadas diferencas

significativas, de acordo com o teste t (Student) a um nivel de significancia de 5%.
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conseguinte, um reflexo de areas abaixo da curva
de progresso do mildio (AACPD) que mostram um
desenvolvimento de doenca similar em plantas nao
tratadas (Ctrl-) e plantas tratadas por FAQ, as quais
nao diferem significativamente (P > 0,05) entre si e
o controle nao tratado (Ctrl-) (Figura 7).

No campo, durante a safra 2013-2014, foram
avaliadas rebrotas de plantas de dois vinhedos
‘Chardonnay’ e ‘Pinot-Noir’ com relagao a incidéncia
e severidade de mildio em partes vegetativas e
reprodutivas. Nos vinhedos, parcelas de plantas
foram selecionadas para receber um esquema de
pulverizacGes para o controle quimico do mildio
(QUI) ao tempo em que outras plantas receberam os
mesmos tratamentos quimicos, porém com menor
frequéncia de aplicacdes, e com um calendério
suplementar de aplicacoes de FAQ proveniente

de equipamentos TPC (TPC + QUI) (Figura 8).
Neste experimento, foi verificado que as aplicagcdes
suplementares de TPC (TPC + QUI) puderam manter
a severidade do mildio no mesmo patamar de doenca
apresentado por plantas tratadas com o esquema
quimico usual (QUI) nas partes vegetativas (folhas)
de ‘Chardonnay’ (Figura 8A). A mesma resposta
nao foi observada no vinhedo ‘Pinot-Noir’, onde

se verificou um aumento nos indices de doencas
nas folhas das plantas protegidas como esquema

700 ~

605,1a
600 -

| 486,52
500 452.9a

400 -

300 -

AACPD (adm.)

200 +

100 -

quimico mais aplicacdes suplementares de FAQ

(TPC + QUI), com relacdo ao esquema de protecao
quimica usual (QUI), embora sem diferencas
significativas (P > 0,05) em termos de AACPD sobre
as avaliacOes realizadas (Figura 8B). Vale lembrar
que ‘Chardonnay’ e Pinot Noir’ possuem fenétipos
equivalentes de sensibilidade ao mildio.

Com relacao a sanidade dos cachos, foi verificada,
em plantas submetidas a aplicacGes suplementares
de FAQ (TPC + QUI), uma reducao na severidade
de lesbes derivadas do ataque de P. viticola,
principalmente durante as fases fenoldgicas de
desenvolvimento de inflorescéncia (mildio larvado,
chumbinho e grao preto), em comparacdao com

as plantas submetidas ao tratamento quimico

usual (QUI). Isso, tanto para as cvs. Pinot-Noir e
Chardonnay, sendo que nesta dltima, houve reducao
significativa (P < 0,05) na severidade de mildio em
cachos (Figura 8C e 8D). Talvez, essas sejam as
Unicas evidéncias, em todo o estudo, que indiguem
uma participacdo mais robusta do tratamento FAQ
(do TPC) em um esquema de controle do mildio em
videira, no campo. Contudo, somente uma pesquisa
mais especifica a partir dai poderia evidenciar qual
seria o0 mecanismo biolégico atuando na reducéao da
severidade do mildio justamente no cacho, como o
reflexo do tratamento FAQ.

520,1a
458,2a

217,1b

Ctrl- T60_3 5pre

T120_8 pos

T120_8 5pre T120_8_10pre Ctrl+

Fig. 7. Areas abaixo da curva de progresso do mildio em plantas de videira, cv. Cabernet Sauvignon, apés 20 DAl e 6 avaliacées. As AACPD

foram obtidas de acordo com a equacido de Campbell; Madden (1990), sobre um indice de doenca calculado a partir da metodologia de

Czermainsky (1999). As plantas testemunhas (Ctrl-) foram deixadas sem tratamento e inoculadas com uma suspensdo 5 x 10* esp. mL'. O

controle positivo (Ctrl +) foi formado por parcelas tratadas com Ridomil Gold MZ (3 mL L"), em aplicac&o Unica, dois dias antes da inoculacdo.

Colunas com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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2400 A

2019,0
2000 -

1600 4 1548,4
1200 H

800 A

400 A

600 7

505,8

500 A

400 A

300 A 270,2

200 7

100 A

TPC + QUI Qul

Fig 8. Areas abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD para o mildio) em folhas (A e B) e cachos (C e D) de videira, cvs. Chardonnay

(A, C) e Pinot Noir (B, D), ap6s quatro avaliacGes durante a safra 2013-2014 em vinhedo situado em Pinto Bandeira-RS. Plantas de ambas

cultivares foram submetidas ao mesmo calendério de protecdo quimica contra o mildio, com (TPC + QUI) e sem aplicacdo de TPC (QUI). As
AACPD foram obtidas de acordo com a equacao de Campbell e Madden (1990), sobre um indice de doenca calculado a partir da metodologia
de Czermainsky (1999) a partir de escalas gréaficas. Valores nas colunas em (A) nao diferem significativamente, de acordo com o testes F
(P = 0,98), em (B), de acordo com os testes F (P = 0,089) e t de Student (P = 0,241), e em (D), de acordo com os testes F (P = 0,176)
e t de Student (P = 0,266). Médias em (C) diferem significativamente, de acordo com o teste F (P = 0,0059).

Uma hipétese poderia ser o “efeito limpeza”,
observado nos testes envolvendo imposicao de
FAQ capaz de eliminar estruturas maduras e ativas
do patégeno sobre o limbo foliar (Figura 1A, 1B).
Um fendmeno semelhante poderia estar ocorrendo
nas estruturas da caliptra, durante os tratamentos
FAQ do TPC a época do desenvolvimento floral.
Muito embora o in6culo ressuspendido ao ar pela
passagem do TPC esteja ativo e viavel a dispersar
epidemia, o fato da promocao da retirada de
esporangios, porventura depositados em almofadas
florais e estigmas nas caliptras, poderia atrapalhar

a penetracao do patégeno bem num momento crucial
para o desenvolvimento de lesdes de mildio na baga
do cacho.

Entretanto, como ja comentado, estudos mais
especificos devem ser conduzidos para verificacao da
hipdtese biolégica acima, bem como demais impactos
que o FAQ possa impor ao ciclo de parasitismo de

P. viticola em cachos, para justificar adequadamente
a reducao de severidade observada nas estruturas
reprodutivas da videira, em vinhedos ‘Pinot-Noir’ e
‘Chardonnay’ na estacao de 2013-2014.

15
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Conclusoes

] O fluxo de ar quente ndo inativa e nem mata
esporangios de P. viticola. Ao contrario, promove
aumento na atividade de lancamento de zodsporos
ativos;

. Por inspecao visual, aplicacdes de fluxo de
ar quente parecem suspender para o ar estruturas
reprodutivas maduras e ativas de P. viticola,
reduzindo inéculo na superficie do tecido foliar,
mas promovendo sua dispersao;

. O fluxo de ar quente nao induz respostas
robustas em atividades de B-1,3-glucanases (GLU)
e quitinases (CHI), PR-Proteinas associadas a
resisténcia sistémica adquirida (SAR), extraidas de
células foliares de ‘Cabernet Sauvignon’ e ‘Bordd’.
O fluxo de ar quente promove sensiveis alteracdes
nas atividades de peroxidases de monolignéis (GPX)
e, principalmente, em polifenoloxidases (PPO) de
‘Bord6’, mas nao promove acumulo significativo de
lignina, a 72 HAT. A biossintese de lignina seria o
principal papel para as enzimas GPX e PPO na defesa
da videira contra patégenos.

. Na visdo dos autores, ha evidéncias
circunstanciais suficientes para indicar que o fluxo
de ar quente nao induz respostas associadas a
resisténcia sistémica adquirida (SAR), nas cvs.
Cabernet Sauvignon e Bordd. Ou, no méaximo, que
essas respostas de inducao de resisténcia seriam
bastante discretas e descoordenadas;

. Diferentes combinacdes de temperatura

de fluxo de ar quente e nimero de aplicacées nao
reduzem significativamente incidéncia e severidade
do mildio das estruturas vegetativas (folhas), em
ambiente controlado (casa de vegetacao) e em
condicdes de campo;

. Aplicagées de FAQ por equipamento TPC,
suplementando um esquema de controle gquimico,
promove reducao de lesdes de mildio nos cachos,
a partir de aplicacdes na floracdo. O mecanismo
biolégico dessa reducao permanece a

ser investigado.
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