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Resumo

SILVA, Wellington Rodrigues. Fitonematoides em videira e pessegueiro:
caracterizacdo de espécies de Mesocriconema e Pratylenchus, reacdo de porta-
enxertos, interacdo com llyonectria macrodidyma e primeiro relato de Meloidogyne
morocciensis em pessegueiro no Brasil. 2022. 184f. Tese (Doutorado em
Fitossanidade). Programa de PO4s-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade
Federal de Pelotas. Pelotas, 2022.

O declinio e morte da videira (DMV) tem se tornado um entrave a viticultura,
causando grande preocupacdo aos produtores. Em levantamentos nematoldgicos,
foram relatadas populacdes elevadas do nematoide-anelado (Mesocriconema
xenoplax) e do nematoide-das-lesdes-radiculares (NLR) (Pratylenchus brachyurus)
associadas ao DMV. O envolvimento destes fitonematoides na predisposicdo ao
DMV ainda precisa ser mais bem estudado. Da mesma forma, algumas espécies do
nematoide-das-galhas importantes ao pessegueiro ainda ndo foram detectadas no
Brasil. Diante disso, teve-se por objetivo neste estudo: a) identificar a nematofauna
e caracterizar as espécies de Mesocriconema e Pratylenchus associadas a pomares
de videira com sintomas de declinio no Sul do Brasil; b) avaliar a reacéo de genoétipos
de videira a M. xenoplax e P. brachyurus e as possiveis alteracdes bioquimicas das
plantas; d) estudar a interacdo entre M. xenoplax, P. brachyurus, M. macrodidyma
(fungo causador do pé-preto) e diferentes genoétipos de videira e; e) relatar a
ocorréncia de uma nova espécie de Meloidogyne parasitando pessegueiro no Brasil.
Foram identificadas trés espécies de Mesocriconema associadas a vinhedos em
declinio nos estados de Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS), entre elas,
M. xenoplax, M. curvatum e M. rusticum; e, duas espécies de NLR, P. brachyurus e
P. zeae, foram associadas a vinhedos com DMV em SC. Os porta-enxertos 548-44,
IBCA-125 e VR 043-43 comportara-se como resistentes e tolerantes a M. xenoplax,
engquanto que ‘Paulsen 1103’ e ‘Gravesac’ como suscetiveis e tolerantes ao referido
nematoide. Mesocriconema xenoplax afetou negativamente os teores de massa
fresca da parte aérea e da raiz, e, alterou os teores de pigmentos fotossintéticos e
de carboidratos totais em genoétipos suscetiveis. O aumento das atividades das
enzimas FAL, CAT, SOD, POD, PPO, APX, SOD e GLU associou-se a reacao de
resisténcia e a tolerancia dos genétipos estudados. O efeito da interacdo entre M.
xenoplax e |. macrodidyma potencializou os danos vasculares em genoétipos de
videira suscetiveis; e, o parasitismo de M. xenoplax favoreceu a infec¢do por I.
macrodidyma em genaétipos suscetiveis. Foram identificados porta-enxertos imunes
a P.brachyurus (1111-21, 548-44, IBCA-125 e VR 043-43), enquanto outros
(Paulsen 1103, Gravesac, IAC 313 Tropical, Salt Creek, Chardonnay e Bordd)
comportaram-se como suscetiveis a referida espécie. O parasitismo de
P. brachyurus afetou negativamente os teores de massa fresca de parte aérea e raiz,
alterou os teores de pigmentos fotossintéticos e o balango de carboidratos totais em
genotipos suscetiveis. Houve sinergismo nas interagbes entre P. brachyurus, I.
macrodidyma e gendtipos de videira suscetiveis. O efeito combinado de P.
brachyurus e |. macrodidyma potencializou os danos vasculares em gendétipos de
videira suscetiveis. A espécie M. morocciensis foi registrada pela primeira vez
parasitando plantas de pessegueiro no Brasil.

Palavras-chave: Vitis spp., Prunus spp. nematoide-anelado, nematoide-das-leses-
radiculares, pé-preto.



Abstract

SILVA, Wellington Rodrigues. Nematode community in grapevine and peach,
reaction of Vitis spp. Genotypes, interaction with llyonectria macrodidyma and first
report of Meloidogyne morocciensis on peach tree in Brazil. 2022. 184f. Thesis
(Doctors in Science). Crop Protection Graduation Program. Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2022.

A problem of complex etiology, Grapevine Decline Disease (GDD), has become a
notable obstacle to viticulture, causing great concern to producers. In recent surveys,
high populations of ring nematode (Mesocriconema xenoplax) and root lesion
nematode (Pratylenchus brachyurus) associated with GDD have been reported. The
involvement of these plant parasitic nematodes in the GDD still needs to be better
studied, especially in interaction with other pathogens, such as the fungus llyonectria
macrodidyma, which causes the black foot in grapevines. Thus, the aims of this study
were: a) identify the nematode community and to characterize Mesocriconema species
associated with vineyards with symptoms of GDD in southern Brazil; b) to evaluate the
reaction of rootstocks to M. xenoplax and P. brachyurus; d) to study the interaction
among M. xenoplax, P. brachyurus, I. macrodidyma and different grapevine genotypes
and e) report the occurrence of a new species of Meloidogyne parasitizing peach trees
in Brazil. Three species of Mesocriconema were identified in the states of Santa
Catarina and Rio Grande do Sul, including M. xenoplax, M. curvatum and M. rusticum.
However, new protocols for amplification of mtCOI need to be tested for Criconematids.
The rootstocks 548-44, IBCA-125 and VR 043-43 were resistant and tolerant to M.
xenoplax, while the rootstocks Paulsen 1103 and Gravesac were susceptible and
tolerant to the nematode. Mesocriconema xenoplax affected shoot and root fresh
mass, altering photosynthetic pigments and total carbohydrates in susceptible
genotypes. The increase in the activities of FAL, CAT, SOD, POD, PPO, APX, SOD
and GLU enzymes was associated with the resistance reaction and tolerance of the
studied grapevine genotypes. The effect of the interaction between M. xenoplax and
I. macrodidyma potentiated vascular damage in susceptible grapevine genotypes. The
parasitism of M. xenoplax favored infection by I. macrodidyma in susceptible grapevine
genotypes. Two species of the root lesion nematode, P. brachyurus and P. zeae, were
associated with declining vineyards in Santa Catarina state. Rootstocks immune to P.
brachyurus (1111-21, 548-44, IBCA-125 and VR 043-43) were identified, while other
genotypes (Paulsen 1103, Gravesac, IAC 313 Tropical, Salt Creek, Chardonnay and
Bordd) were susceptible to that species. Pratylenchus brachyurus reduced the fresh
mass of shoot and root, altered the levels of photosynthetic pigments and the balance
of total carbohydrates in susceptible genotypes. There was synergism in the
interactions between P. brachyurus, I. macrodidyma and susceptible grapevine
genotypes. The combined effect of P. brachyurus and I. macrodidyma potentiated
vascular damage in susceptible grapevine genotypes, predisposing plants to GDD.
The species M. morocciensis was reported for the first time in Brazil parasitizing peach
tree plants.

Key words: Vitis spp., Prunus spp. ring nematode, lesion nematode, black foot
disease.
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1. Introducéao Geral

A videira (Vitis L.) € uma espécie frutifera originaria de regides de clima
temperado e altamente adaptavel a climas subtropicais e tropicais, sendo cultivada
em quase toda extensao do territério brasileiro (MELLO, 2016). O Rio Grande do Sul
€ 0 maior produtor nacional de uvas, contribuindo com 90% da produgéo de uvas finas
do pais (CONAB, 2020). Segundo dados publicados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2021), na colheita de 2020/2021, foram colhidos 1,69
milhdes de toneladas de uva no pais, sendo que o0 RS concentrou 56% da producéo,
seguido de Pernambuco (23%).

Devido a grande variacdo de latitude e altitude do Brasil, a cultura da videira
encontra-se difundida por todo o pais, sendo cultivada entre os paralelos 30°S e 9°S,
abrangendo desde o Rio Grande do Sul até Rio Grande do Norte, com consideravel
diversidade ambiental entre as zonas de producao, incluindo regides de clima
temperado, subtropical e tropical, cada uma com suas caracteristicas e problemas
fitossanitarios distintos de cada regido (AMORIM; SPOSITO; KUNIYUKI, 2016).

Entre os principais problemas fitossanitarios na cultura da videira, as
nematoses merecem destaque devido ao nivel de dano que ocasionam. Os principais
fitonematoides relatados na cultura sdo o nematoide-das-galhas (género Meloidogyne
Goeldi, 1892), o nematoide-adaga (género Xiphinema Cobb, 1913), nematoide-das-
lesBes-radiculares (género Pratylenchus Filipjev, 1936), nematoide-dos-citros
(Tylenchulus  semipenetrans  Cobb, 1913), nematoide-anelado (género
Mesocriconema Andrassy, 1965), nematoide-reniforme (Rotylenchulus reniformis
Linford & Oliveira, 1940), entre outros géneros como Longidorus Micoletzky, 1922,
Paratrichodorus Siddiqi, 1974 e Trichodorus Cobb, 1913 (TELIZ et al., 2007; GOMES;
CAMPOS; COSTA, 2009; ZASADA et al., 2012; DIVERS et al., 2019).

Historicamente, os viticultores da regido Sul do Brasil enfrentam problemas de
mortalidade de videiras, os quais se intensificaram entre as décadas de 1980 e 1990,
quando o cultivo apresentou diminuicdo consideravel da area plantada e registros de
muitos casos de perdas de vinhedos inteiros (SHUCK et al., 1993; MENEZES-NETTO
et al., 2016). A reducéo da éarea cultivada e do grande numero morte de plantas foi
atribuida a sindrome conhecida como declinio e morte da videira (DMV), um problema

caracterizado pela morte acentuada de plantas, as quais apresentam sintomas de
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clorose internerval, reducéo de vigor e entrends curtos. De etiologia complexa, o DMV
tem sido associado a fatores bioticos e abidticos e, entre os fatores bioticos esta o
nematoide-anelado (Mesocriconema xenoplax [Raski, 1952] Loof & De Grisse, 1989)
e fungos causadores de doencas do troco da videira, como llyonectria macrodidyma
(Halleen, Schroers & Crous) Chaverri & Salgado, Phaeomoniella chlamydospora
(Gams, Crous, Wingf. & Mugnai) Crous & Gams e espécies de Phaeoacremonium
Gams, Crous & Wingf. (GARRIDO et al., 2004, GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009;
CAVALCANTI et al., 2013; DIVERS et al., 2019).

Mesocriconema xenoplax € um nematoide cosmopolita, altamente nocivo a
diversas culturas, entre elas a videira (PINOCHET; CISNEROS, 1986; WALKER,
1995). Em algumas areas tradicionais de vinhedos, € registrado como o mais
abundante fitoparasita (PINKERTON et al., 1999; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009;
MALOSSINI et al.,, 2011; SCHREINER; ZASADA; PINKERTON, 2012). Este
nematoide reduz o crescimento das raizes, a colonizacdo de fungos micorrizicos
arbusculares e a produtividade em plantios novos (PINKERTON et al., 2004).
Schreiner e Pinkerton (2008) demostraram que o nematoide-anelado se reproduz
rapidamente em porta-enxertos e cultivares copa de videira, reduzindo os teores de
carboidratos das raizes em 39%, a colonizacdo arbuscular em 40% e a absorcéo de
fésforo e potassio em 20%.

O parasitismo de M. xenoplax em videira provoca o escurecimento local e
rapido do sistema radicular, seguido da destruicdo dos tecidos, resultando no
atrofiamento dessas raizes (SANTO; BOLANDER, 1977; KUHN, 2015). Analises de
ultraestrutura de tecidos infectados por M. xenoplax demostraram severa destrui¢ao
dos tecidos nas camadas do cortex radicular (LOWNSBERRY et al., 1978), podendo
servir de entrada para outros patdogenos. Contudo, o real papel desses fitonematoides
no estabelecimento do DMV ainda ndo estd bem esclarecido, necessitando de
estudos adicionais com o objetivo de correlacionar esses agentes com a doenca.

Os sintomas caracteristicos do DMV em plantas adultas sdo expressos na
forma de clorose internerval nas folhas, similar a deficiéncia de potassio e magnésio,
decorrente de restricdes na absorcéo e transporte de nutrientes. Em seguida as folhas
comecam a encarquilhar e, em alguns casos, observa-se necrose em suas bordas
(BOTTON; COLLETA, 2000; HICKEL; BOTTON; SCHUCK, 2010). Por fim, as plantas
afetadas apresentam baixo vigor, entren0s curtos, e frequentemente acabam
morrendo (MENEZES-NETTO et al., 2016). Em plantios novos, os sintomas do DMV
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sdo observados no segundo ano, quando a planta € induzida ao estresse e ao
enfraquecimento progressivo, devido ao comprometimento do sistema radicular,
podendo causar a morte ja no terceiro ano, reduzindo o estande de plantas do vinhedo
(HICKEL; BOTTON; SCHUCK, 2010; MENEZES-NETTO et al., 2016). Esses
sintomas sao reflexo da intensa alimentacdo do nematoide nas raizes, afetando a
fisiologia da videira, principalmente pela reducdo das reservas de carboidratos nas
raizes e no tronco, necessarias para suportar os seguintes anos de crescimento e
desenvolvimento das plantas, aliados aos demais fatores envolvidos no DMV
(SCHREINER; ZASADA; PINKERTON, 2012).

Acredita-se que fungos causadores de doencas do tronco da videira como
I. macrodidyma (agente causal do pé-preto), Phaeomoniella chlamydospora e
Phaeoacremonium spp. (doenga de Petri ou chocolate) também estejam envolvidos
no DMV por serem capazes de enfraquecer as plantas, porém ainda séo necessarios
estudos especificos envolvendo interacdes entre estes patdogenos com demais
agentes associados ao DMV, principalmente fitonematoides (GARRIDO et al., 2004;
CAVALCANTI et al., 2013).

O status taxondmico do género Mesocriconema € controverso € 0S
taxonomistas ainda ndo chegaram a um consenso sobre a validade e composicdo das
espécies (CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012). Para a identificacdo destes
nematoides, além das observa¢des morfoldgicas e das medidas convencionais de
morfometria, utilizam-se os valores de R e afins (RB, Rst, RV, Ran, Rex, Rvan),
relativos ao nimero de anéis do corpo e posi¢ao de certos 6rgdos em funcéo destes
anéis (MONTEIRO; FERRAZ; INOMOTO, 1995). Entretanto, mesmo fazendo uso
destes parametros, ainda € dificil a correta identificacdo de espécies de
Mesocriconema, devido aos taxons intimamente relacionados, ou seja, as diferencas
entre as espécies sdo tdo pequenas que chegam a colocar em questdo se alguns
individuos realmente se trata de outra espécie ou sdo morfotipos, individuos com
variacdes morfolégicas pertencentes a uma mesma espécie (CORDERO; ROBBINS;
SZALANSKI, 2012; KAUR; TRAKUR; KHAN, 2012).

Devido ao dificil trabalho de identificar morfolégica e morfometricamente as
espécies, tém se recorrido a biologia molecular, através da analise das diferencas
existentes entre as sequéncias de determinados genes, permitindo o conhecimento
do genoma desses individuos. Um método que tem sido frequentemente utilizado para

comparar a diversidade e identificar espécies de criconematideos é o DNA barcode,
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através da caracterizacdo de uma regido de aproximadamente 800 pares de base do
gene mitocondrial citocromo oxidase (COI) (POWERS et al., 2014; MUNAWAR et al.,
2017; OLSON et al., 2017).

Em relacdo a reacdo de gendtipos de videira frente aos fitonematoides, ha um
significativo nimero de estudos disponiveis, produzidos principalmente no exterior,
mais comumente nos Estados Unidos. Entretanto, no Brasil e no exterior, tais estudos
priorizam a caracterizacdo da reacdo a espécies do nematoide-das-galhas
(Meloidogyne spp.) (ANWAR; McKENRY, 2002; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012;
GOMES; SOMAVILLA; QUECINI, 2014; VEGA-CALLO; TAMO-ZEGARRA; BELLE,
2021), sendo raros os estudos envolvendo a reacdo a M. xenoplax ou a Pratylenchus
brachyurus, espécie que também vém sendo frequentemente associada a vinhedos
em declinio (DIVERS et al., 2019; SILVA et al., 2019). Ademais, o0 impacto destes
nematoide no crescimento e produtividade de videiras ainda é pouco compreendido,
pois 0s estudos envolvendo este patossistema ndo mencionam alteracées nos
parametros de desenvolvimento das plantas, perdas ou as altera¢des bioquimicas por
ele desencadeadas, baseando-se apenas no fator reprodutivo do nematoide (RASKI,
RADEWALD, 1958; PINKERTON et al. 1999; SCHREINER; ZASADA; PINKERTON,
2012; FORGE et. al, 2020).

No Brasil, o controle de nematoses na vitivinicultura fundamenta-se no emprego
de porta-enxertos resistentes e/ou tolerantes, especialmente aos nematoides-das-
galhas (GOMES; SOMAVILLA; QUECINI, 2014), uma vez que ndo ha nematicidas
guimicos com registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(AGROFIT, 2022) e ndo se tem informacdo sobre o nivel de controle dos produtos
biolégicos sobre os nematoides-praga alvos. Diante disso vé-se como necessaria a
identificacdo das principais espécies de fitonematoides associadas a vinhedos em
declinio, a determinacdo da reacao dos principais genoétipos de videira frente a estes
fitonematoides e sua interacdo com o fungo I. macrodidyma na predisposicdo de

plantas ao declinio.



2. CAPITULO I. Espécies de Mesocriconema associadas ao declinio e morte

da videira no Sul do Brasil

2.1. Introducéo

O cultivo da videira (Vitis spp.) encontra-se difundido por quase todo o territorio
brasileiro, em razdo da adaptabilidade da cultura as regides de clima subtropical e
tropical, sendo cultivada entre os paralelos 30°S e 9°S de latitude, abrangendo desde
o Rio Grande do Sul até Rio Grande do Norte e com problemas fitossanitarios distintos
de cada regido (SENTELHAS, 1998; TONIETTO; MANDELLI, 2003). No Sul do Brasil,
a regido da Serra Gaucha, no Rio Grande do Sul, e o Alto Vale do Rio do Peixe, em
Santa Catarina, sao consideradas grandes polos do setor vitivinicola do pais e,
historicamente, enfrentam problemas de mortalidade de plantas, atribuidas a
sindrome conhecida como declinio e morte da videira (DMV) (SHUCK et al., 1993;
DAMBROS et al., 2016; MENEZES-NETTO et al., 2016).

Entre os problemas fitossanitarios que afetam a videira, aqueles incitados por
fitonematoides, como destacado por Téliz et. al (2007) e Gomes, Campos e Costa
(2009), ocupam posicao relevante, devido aos prejuizos para a cultura, principalmente
no estabelecimento do pomar, reducéo do vigor, qualidade dos frutos e mortalidade
de plantas, onde as perdas sao estimadas entre 12 e 60% (NICOL; van HEESWIJCK,
1997; TELIZ et al., 2007; BOTTON et al., 2020).

Diversas espécies de fitonematoides s&o onipresentes nas mais variadas
regides vitivinicolas do mundo (NICOL; van HEESWIJCK, 1997; HRYCAN et al.,
2020). De modo geral, entre as espécies listadas, estdo alguns parasitas tidos como
comuns e importantes para os vinhedos, como as espécies de nematoide-das-galhas,
Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, M. javanica (Treub,
1885) Chitwood, 1949, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, M. ethiopica
Whitehead, 1968, e M. hapla Chitwood, 1949, o nematoide-anelado, Mesocriconema
xenoplax (Raski, 1952) Loof & De Grisse, 1989, o nematoide-adaga, principalmente
Xiphinema index Thorne & Allen, 1950 e X. americanum Cobb, 1913, o nematoide-
dos-citros, Tylenchus semipenetrans Cobb, 1913, e o nematoide-das-lesGes-
radiculares, como Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans
Stekhoven, 1941 e P. vulnus Allen & Jensen, 1951 (PINKERTON et al., 1999;
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WALKER; STIRLING, 2008; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; ASKARY et al., 2018;
DIVERS et al., 2019).

O género Mesocriconema Andrassy, 1965, é composto por nematoides
ectoparasitas, polifagos, cosmopolitas e nocivos a diversas culturas, entre elas a
videira (WALKER, 1995; PINKERTON et al., 2004). Entre as mais de 100 espécies
descritas dentro deste género (BRZESKI; LOOF; CHOI, 2002), M. xenoplax tem sido
frequentemente relatada em vinhedos onde as plantas apresentam sintomas de
declinio (PINKERTON et al., 1999; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; DIVERS et al.,
2019). Recentemente, Divers (2018) relatou a presenca de um complexo de espécies
parasitando videiras com sintomas de DMV, incluindo M. curvatum (Raski, 1952) Loof
& De Grisse, 1989, M. rusticum (Micoletzky, 1915) Loof & De Grisse, 1989,
M. sphaerocephala (Taylor, 1936) Loof, 1989, e mais quatro espécies com
identificacdo inconclusiva. Entretanto, o estudo foi realizado com base em um conjunto
comparativamente pequeno de caracteres morfométricos e alométricos e auséncia de
anélise molecular.

O status taxondmico do género Mesocriconema € controverso e muitos
taxonomistas ainda ndo chegaram a um consenso sobre a validade e composicao das
espécies, observando-se discrepancias entre autores quanto ao posicionamento e
aceitacdo da validade das espécies (CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012;
POWERS et al.,, 2017). Além disso, a descricdo de novas espécies do género
Mesocriconema foi, por muito tempo, baseada em caracteres morfologicos e
morfométricos, analisados, principalmente, por microscopia de luz. No entanto, por
apresentarem caracteristicas, muitas vezes, pouco distintas, alguns morfotipos séo
incorretamente identificados.

Para a identificacao de criconematideos, além das observac¢des morfolégicas e
das medidas convencionais de morfometria, utilizam-se os valores de R e afins (RB,
Rst, RV, Ran, Rex, Roes, Rvan), relativos ao nimero de anéis do corpo e posicéo de
certos orgdos em funcéo destes aneéis (DE GRISSE, 1969; BRZESKI; LOOF; CHOI,
2002). Entretanto, mesmo fazendo uso destes parametros, ainda € dificil a correta
identificacdo de espécies de Mesocriconema, devido aos taxons intimamente
relacionados, ou seja, as diferencas entre as espécies sdo tdo pequenas que chegam
a colocar em questéo se alguns individuos realmente se trata de outra espécie ou séo
morfotipos, individuos com variagdes morfoldgicas pertencentes a uma mesma
espécie (CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012).
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Utilizados em estudos de diversidade de fitonematoides, principalmente em
criconematideos, os marcadores de DNA mitocondrial, como o0 gene citocromo
oxidase subunidade | (COIl), sdo conhecidos por fornecer uma resolugcédo mais fina da
diversidade de linhagens do que os 18S, tornando-se Uutii em estudos de
caracterizacdo de espécies cripticas, filogeografia e filogenia (TANG et al. 2012,
POWERS et al., 2014; OLSON et al., 2017). Em uma breve consulta a base de dados
do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), observa-se que, atualmente, o grande
namero de informagBes disponiveis sobre o género Mesocriconema e afins
(Criconemoides Taylor 1936, Hemicriconemoides Chitwood & Birchfield, 1957,
Discocriconemella De Grisse & Loof, 1965 e Nothocriconemoides [Maas, Loof & De
Grisse, 197]) sao provenientes da regiao COI.

Diante da incontestavel dificuldade de identificacdo de espécies de
Mesocriconema, sugerida pelas andlises morfolégicas, morfométricas e alométricas,
admite-se a execucdo de estudos comparativos entre as espécies. Assim, diante
importancia que esse grupo de nematoides representa para a vitivinicultura, reunir
informacdes moleculares quanto a caracterizacdo e identificacdo das espécies
envolvidas no DMV torna-se importante para conhecer e tracar futuras estratégias
visando o manejo da doenca. Em vista do exposto, no presente estudo, teve-se por
objetivo identificar e caracterizar o complexo de espécies de Mesocriconema
associados a pomares de videira em declinio no Sul do Brasil, através de uma

abordagem integrativa.

2.2. Material e Métodos

O estudo descrito a seguir foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Clima Temperado, em parceria com o Laboratério de Virologia Vegetal da
Universidade Federal de Pelotas. Popula¢gdes de Mesocriconema spp. coletadas por
Divers (2018) em vinhedos com sintomas de declinio no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina foram mantidas em plantas de pessegueiro e utilizadas neste estudo para
identificacdo das espécies (Tabela 1). Em um primeiro momento, quinze
populacdes foram analisadas morfolégica e morfometricamente. Para determinacao
das espécies foi considerado o Conceito Unificado de Espécies, reformulado por
Queiroz (2005).
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Tabela 1. Codigos das amostras coletadas em vinhedos com sintomas de declinio, com seus respectivos porta-enxertos,

coordenadas geograficas e municipio/estado.

Cddigo da amostra Porta-enxerto Coordenadas geograficas Cidade/Estado Coletor

Mayer Capdeboscqg? N&o identificado Pelotas/RS N&o informado
1 Paulsen 1103 27°2°0,23” S 51°8’6,008” W Videira/SC Divers (2018)

2 Paulsen 1103 27°2°0,23” S 51°8’5,045" W Videira/SC Divers (2018)

7 VR043-43 27°2'023” S 51°8'6,008” W Pinheiro Preto/SC Divers (2018)

8 P¢é franco 27°3'20,29” S 51°14'2,593" W Pinheiro Preto/SC Divers (2018)

9 Pé franco 27°2'22,81” S 51°15'4,064” W Pinheiro Preto/SC Divers (2018)
10 Paulsen 1103 N&o identificado Tangara/SC Divers (2018)
11 Paulsen 1103 N&o identificado Tangara/SC Divers (2018)
12 Paulsen 1103 N&o identificado Tangara/SC Divers (2018)
367 Paulsen 1103 29°14'923” S 51°14'376” W Caxias do Sul/RS Divers (2018)
369 Pé franco 29°14'477” S 51°14'363" W Caxias do Sul/RS Divers (2018)
376 Paulsen 1103 29°12’102” S 51°33’'16” W Garibaldi/RS Divers (2018)
378 Paulsen 1103 29°12'64” S 51°33’'64” W Garibaldi/RS Divers (2018)
380 N&o identificado 29°14'811” S 51°38'334” W Garibaldi/RS Divers (2018)
422 Paulsen 1103 29°04'505” S 51°14'246” W Flores da Cunha/RS Divers (2018)

YPorta-enxerto de pessegueiro.
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2.2.1. Caracterizacdo morfoldgica, morfométrica e alométrica

Isolados do nematoide-anelado, obtido das coletas em pomares de videira com
sintomas de declinio, e um isolado proveniente de pomar de pessegueiro com
sintomas de morte precoce em Pelotas/RS, foram utilizados para montagens
temporarias em laminas de vidro.

As montagens temporéarias foram preparadas conforme técnica descrita por
Tihohod (1993). Apés a identificacdo das Iaminas, os espécimes foram examinados e
documentados em um sistema de aquisicdo de imagens, que consistiu em uma
camera de video (Leica DFC 295) acoplada ao microscopio optico (Leica DM 1000),
nas objetivas de 20X e 40X e na objetiva de imersdao de 100X, e a um
microcomputador, utilizando o software LAS Core, versdo 3.7 para as
fotomicrografias.

A partir de 15 fémeas adultas de cada isolado de Mesocriconema foram obtidas
imagens de corpo inteiro e de detalhes dos anéis, estilete, eséfago, vulva, cauda, e
outros, permitindo a avaliacdo de quatro caracteres morfolégicos e a determinacao de

27 variaveis morfométricas e alométricas, listadas nas Tabelas 2 e 3:

Tabela 2. Caracteristicas morfolégicas utilizadas para a identificacdo de espécies de

Mesocriconema.

Parte do corpo VariacGes morfoldgicas observadas
Cauda Conica, arredondada, truncada e cénica aguda
Anéis Margens suaves, irregulares ou crenadas
Vulva Labio anterior da vulva reto ou em lébulos
Vagina Vagina em formato reto ou sigmoide

Os dados morfométricos foram submetidos a andlise de componentes
principais (ACP), utilizando-se para este fim uma matriz de correlagdo. Primeiramente,
uma ACP foi efetuada para selecionar o numero de componentes principais (CP)
capazes de reter a maior variancia. Em seguida, uma segunda ACP foi realizada para
obter os agrupamentos. As analises foram realizadas utilizando o0s pacotes
FactoMineR (HUSSON et al., 2017) e factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 2020),
disponiveis no software R Studio (verséo 4.0) (R Development Core Team 2022).
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Tabela 3. Parametros para a identificacdo de espécies de Mesocriconema.

Medidas em pm

Medida

L
St
%)

Oes

r

VL
VA
VB
RB

NUmero de anéis

R
RA
RSt
RV
Ran

Rvan
Roes
Rex
indices

a

b

c

d

Percentagem
V%
V'
St%L
St%Oes

Comprimento total do corpo
Comprimento do estilete

Maior largura do corpo

Comprimento do es6fago
Comprimento da cauda

Distancia do extremo anterior ao anus
Distancia do extremo anterior a vulva
Distancia do extremo posterior a vulva
Distancia da vulva ao anus

Diametro do corpo ao nivel da vulva
Largura de um anel do corpo

Numero de anéis do corpo

NUmero de anastomoses nos anéis

N° de anéis extremo anterior a base do bulbo do estilete
Numero de anéis entre a vulva e o extremo posterior
NUmero de anéis entre 0 &nus e 0 extremo posterior
Numero de anéis entre a vulva e o anus

Numero de anéis na regido esofagiana

N° de anéis entre extr. ant. e 1° anel apds o poro excretor

Comprimento do corpo / maior largura do corpo
Comprimento do corpo / comprimento do eséfago
Comprimento do corpo / comprimento da cauda
Comprimento da cauda/ VL

Distancia do extremo anterior a vulva x 100/ L

Distancia do extremo anterior a vulva x 100 L’
Comprimento do estilete x 100/L

Comprimento do estilete x 100/Comprimento do esbéfago
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2.2.2. Caracterizacdo molecular

Para esta etapa, foram testados dois protocolos antes da amplificacdo dos
espécimes. No primeiro, descrito por Powers et al. (2014), uma fémea de cada isolado
Mesocriconema, foi removida da lamina temporaria, transferida para laminula com
18uL de agua estéril e rompida com a ponta de uma ponteira de micropipeta. Em
seguida, cada espécime foi macerado e transferido para microtubo de (0,2mL). No
segundo protocolo, proposto por Subbotin et al. (2005), o nematoide macerado e em
microtubo (0,2mL) foi submetido a um pré-tratamento que consistiu na adi¢éo de 2,0uL
de tampéo de PCR 10X, 2,0uL de proteinase K, seguido de duas incubacfes, uma a
65°C por 60 min e outra a 95°C por 15 min. As condi¢cdes da PCR, descritas a seguir,
foram as mesmas para os dois protocolos de pré-tratamento das amostras.

Por fornecer uma resolucao mais fina da diversidade, foi realizada amplificacéo
de fragmentos do gene mitocondrial COI, utilizando os primers (iniciadores) COI- F5
(5-AATWTWGGTGTTGGAACTTCTTGAAC-3) e COI-R9
(5’- CTTAAACATAATGRAAATGGCAACATATAGTC-3'), descritos por Powers et al.
(2014) e que resultam em fragmentos de aproximadamente 790pb. As reacfes de
amplificacdo foram conduzidas em termociclador BioRad T100, em um volume final
de 30uL, composto por 9uL da amostra com nematoide macerado, 2,4uL de cada
primer a 20uM, para uma concentracado final de 1,6uM; 15uL de GoTag® Green
Master Mix 2X (Promega), para uma concentracdo final da enzima de 0.03U/uL; e
1,2uL de agua deionizada esterilizada livre de nucleases. As condicbes para
amplificacéo incluiram uma desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C, seguido por 50
ciclos de 94°C por 30 segundos, 48°C por 30 segundos para a fase de anelamento,
1,5 minutos a 72°C para extensao, com variacdo de 0,5°C/segundo e uma extensao
final de 5 minutos a 72°C.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampao TBE 0,5X a 100V/cm, utilizando 10uL de reagdo. Em seguida, os fragmentos
foram purificados utilizando o reagende de limpeza de produtos de PCR ExoSAP-IT™
(Thermo Fisher Scientific), seguindo o protocolo do produto. Os fragmentos obtidos
foram encaminhados para sequenciamento das bases nucleotidicas e as sequéncias

de DNA editadas e depositadas no GenBank.
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2.2.3. Analise Filogenética

As sequéncias de nucleotideos foram comparadas pelo algoritmo Blastn,
disponivel online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), e depositadas no GenBank,
gerando um codigo de acesso para cada sequéncia (Tabela 4). As sequéncias foram
alinhadas com Clustal W, disponivel no software MEGA X (KUMAR et al. 2018),
usando valores de parametro padrdo. A arvore filogenética foi construida pela anélise
de Neighbor-Joining (modelo definido de acordo com o alinhamento) com a opg¢éao de
exclusdo por pares de intervalos, utilizando o software Geneious v.2022.1.
(GENEIOUS, 2022). A arvore foi desenhada com comprimentos de ramos medidos no
namero de substituicdes por local. O teste de ramificacdo interior foi realizado com
1.000 repeticdes de bootstrap para avaliar a estabilidade relativa das ramificagdes.
Outras sequéncias de Mesocriconema foram selecionadas da pesquisa Blastn (com
identidade 297) e incluidas na analise (Tabela 4). Discocriconemella limitanea
(KU552168) foi usado como outgroup. As medidas de distincdo dos grupos de
haplétipos foram avaliadas utilizando o software Arlequin v. 3.5.2.2 (EXCOFFIER,
2010).

Tabela 4. Espécies de Mesocriconema coletadas por Powers et al. (2014) e incluidas

no estudo filogenético. Discocriconemella limitanea foi utilizada como outgroup.

Espécielisolado Cdédigo Espécielisolado Cdédigo

M. curvatum 122 KJ787843 M. sphaerocephalum 1454 KU236638
M. curvatum TN11 MN734383 M. sphaerocephalum N3199 MN711166
M. discus 431 KJ787866 M. sphaerocephalum N5926  MN711168
M. discus 444 KJ787869 M. sphaerocephalum N5928 MN711170
M. discus N3670 KY574622 M. sphaerocephalum N7127  MN711173
M. ornatum N6893 MN711100 M. xenoplax N2893 MN711196
M. ornatum N2716 MN711099 M. xenoplax N5712 MN711217
M. rusticum N3235 MN711105 M. xenoplax N7175 MN711231
M. rusticum 691 KJ787854 M. xenoplax N9103 MN711236
M. rusticum 99 KJ787852 M. xenoplax N2844 MN711187
M. rusticum 742 KJ787855 D. limitanea P184026 MN710980
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2.3. Resultados e Discussao

Foram identificadas trés espécies de Mesocriconema, a saber: M. xenoplax, M.
curvatum e M. rusticum (Tabela 5). Presente em todas as amostras, M. xenoplax
predominou como a espécie mais frequente, sendo excecdo apenas para a amostra
7, com 40,0% frequéncia, cuja frequéncia de M. curvatum foi predominante (46,7%).
Esta ultima espécie foi detectada em oito amostras, seguida por M. rusticum que foi
detectada em quatro amostras. Entre as amostras provenientes de pomares de videira
de Santa Catarina, apenas na amostra 8 ndo foi observada mistura de espécies, sendo
exclusivamente composta pela espécie M. xenoplax. Da mesma forma, entre as
amostras do Rio Grande do Sul, apenas a amostra 367 mostrou-se homogénea,
composta pela mesma espécie em questao. Na amostra Mayer, proveniente de pomar

de pessegueiro, também foi observado apenas a espécie M. xenoplax.

Tabela 5. Espécies de Mesocriconema detectadas por meio de caracteres

morfolégicos e morfométricos e suas respectivas frequéncias.

Amostra Espécie Freg. (%)? Amostra Espécie Freq. (%)
Mayer't M. xenoplax 100,0 12 M. xenoplax 66,7
5 M. xenoplax 80,0 M. rusticum 33,3
M. rusticum 20,0 367 M. xenoplax 100,0
M. xenoplax 40,0 369 M. xenoplax 80,0
7 M. curvatum 46,7 M. rusticum 20,0
M. rusticum 13,3 376 M. xenoplax 73,3
8 M. xenoplax 100,0 M. curvatum 26,7
M. xenoplax 73,3 M. xenoplax 66,7
9 378
M. curvatum 26,7 M. curvatum 33,3
M. xenoplax 73,3 M. xenoplax 60,0
10 380 _
M. curvatum 26,7 M. rusticum 40,0
M. xenoplax 60,0 M. xenoplax 73,3
11 422
M. curvatum 40,0 M. curvatum 26,7

TAmostra proveniente de pomar de pessegueiro. 2Frequéncia de deteccao.
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Os dados referentes as caracterizacbes morfoldégicas, morfométricas e
alométricas estdo expostos nas tabelas 6 e 7, para as trés espécies detectadas. Em
relacdo a morfologia (Figuras 1, 2 e 3), M. xenoplax diferiu de M. curvatum e M.
rusticum principalmente pelo formato da vulva, o qual em M. xenoplax observa-se uma
leve curvatura, caracterizando-a como sigmoide. A presenca de Iébulos na vulva foi
uma das caracteristicas de maior dificuldade de observacao durante as analises, pois
€ uma caracteristica que para ser visualizada é preciso que a fémea esteja com o lado
ventral voltado para cima. Por outro lado, apesar da facilidade de observar a anelagéo
dos exemplares, sua classificacdo é de grande dificuldade, visto as diferencas sutis
entre anulacdes irregulares e suaves, da mesma forma que a classificacdo do formato
da cauda. Uma caracteristica marcante e de grande utilidade para separar M.
xenoplax das demais espécies foi a auséncia de anastomoses nos anéis, visto que

esta espécie ndo apresenta anastomoses ao longo das anelagdes.

Tabela 6. Caracteristicas morfolégicas observadas nas espécies de Mesocriconema.

Espécie Cauda Anéis Vulva Vagina Anastomose
Conica a Irregular a ] _ ) Ausente
M. xenoplax Lébulos  Sigmoide
Arredondada Suave
M. curvatum  Arredondada Suave Lobulos Reta Presente
M. rusticum  Arredondada Suave Simples Reta Presente

Figura 1. Mesocriconema xenoplax. A) Vagina sigmoide. B) Regido esofagiana.
C) e D) Formato da cauda e vulva lobulada. E) Regiéo labial e anelacdo. Barras
de escala: 20pm, 50 um e 100pm.
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Figura 2. Mesocriconema curvatum. A) Vagina reta. B) Regido esofagiana.
C) Cauda arredondada. D) Presenca de anastomoses. E) Regido labial e
anelacado. Barras de escala: 20um, 50 um e 100um.

Figura 3. Mesocriconema rusticum. A) Vagina reta. B) Regido esofagiana.
C) Cauda arredondada. D) Presenca de anastomoses. E) Regido labial e
anelagéo. Barras de escala: 20pm, 50 um e 100um.

Quanto a morfometria e alometria, as variaveis em analise tiveram seus valores
médios dentro na faixa relatada, para ambas as espécies, de acordo com as
descri¢cdes originais e estudos adicionais (RASKI, 1952; BRZESKI; LOOF; CHOI,
2002; CORDERO; ROBBINS; SZALANSKI, 2012; POWERS et al., 2014).

Foi possivel observar diferencas significativas e essenciais para identificacao
das espécies, por exemplo, as variaveis L, St, Oes, t e R foram de grande importancia

para separacdo entre M. xenoplax e as demais espécies. Além disso, por meio da
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Tabela 7. MensuracOes e proporcdes de fémeas de trés espécies de Mesocriconema

coletadas em vinhedos com sintomas de declinio no Sul do Brasil

Medidas

L
St
%]

Oes

VL
VA
VB
RB
N° anéis
R
RSt
RV
Ran
Rvan
Roes
Rex
RA
indices
a
b
c
d
Percentagem
V%
V'
St%L
St%0Oes

Média (Maximo-Minimo)

M. xenoplax

M. curvatum

M. rusticum

655,9 (754,6-565,3)
80,7 (86,5-71,3)
59,3 (68,6-52,3)

154,9 (173,8-135,8)
29,8 (37,3-22,1)

627,0 (718,4-550,6)

613,4 (706,3-535,2)
40,1 (48,0-30,2)
12,4 (14,3-10,9)
42,1 (47,8-36,6)

6,2 (7,1-5,5)
101,4 (110,0-96,0)
14,3 (16,0-11,0)
7,7 (9,0-7,0)
5,5 (6,0-5,0)
2,0 (2,0-2,0)
24,3 (25,0-23,0)
28,6 (30,0-27,0)
0,0 (0,0-0,0)

11,1 (12,1-9,4)
4,2 (4,8-3,6)
22,3 (25,6-18,9)
0,7 (1,0-0,6)
93,5 (96,3-90,6)
97,8 (98,6-96,6)
12,4 (14,2-10,5)
52,1 (55,2-47,3)

576,4 (589,2-502,0)
68,9 (72,7-64,8)
43,6 (48,5-44,7)

124,6 (125,0-120,6)
27,4 (28,6-23,2)

509,0 (522,0-477,5)

499,2 (512,3-468,6)
37,2 (38,2-31,5)

7,6 (7,8-5,4)
40,7 (42,2-34,9)
6,1 (6,8-5,4)

97,5 (98,0-84,0)
14,1 (15,0-12,0)
6,5 (7,0-5,0)
4,0 (7,0-4,0)
1,3 (2,0-1,0)
25,5 (26,0-22,0)

29,6 (31,0-28,0)
5,0 (7,0-3,0)

10,8 (12,0-9,2)
3,8 (4,0-3,6)
21,2 (32,0-17,0)
0,8 (0,9-0,5)
93,5 (95,0-92,4)
98,2 (98,8-97,4)
13,7 (11,4-10,7)
51,7 (53,0-48,4)

534,0 (539,5-507,6)
57,1 (60,5-49,0)
44,0 (44,6-40,5)

108,6 (107,2-99,4)
22,8 (23,4-22,1)

521,3 (514,6-482,2)

493,1 (505,1-475,0)
31,2 (33,7-32,0)

6,1 (6,1-5,7)
36,7 (38,7-30,1)
6,5 (6,5-5,6)
99,4 (109,0-94,0)
13,2 (15,0-10,0)
6,3 (8,0-6,0)
5,1 (6,0-5,0)
1,2 (2,0-1,0)
23,8 (26,0-18,0)
29,1 (30,0-26,0)
5,0 (7-2)

11,7 (13,3-9,9)
4,0 (4,6-3,5)
23,8 (30,8-18,9)
0,7 (0,8-0,6)
93,9 (95,6-92,3)
98,1 (98,8-96,9)
12,8 (16,0-10,1)
51,1 (56,7-46,4)
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analise de PCA (Figura 4) foi possivel confirmar a importancia desses caracteres para
a identificacdo destas trés espécies. Na analise em questdo, as espécies se
agruparam em trés grupos distintos, ainda que observada sobreposicao de individuos
em dois grupos ao mesmo tempo.

A percentagem da variancia explicada pelos dois primeiros componentes
principais (CP), gerados a partir de medidas de fémeas das duas espécies, foi 87%.
O primeiro componente principal (PC1) foi positivo para quatro variaveis (St, Oes, L e
R) enquanto PC2 foi positivo para R e L. Para M. xenoplax, foi verificada baixa
variabilidade intraespecifica, enquanto maior variabilidade foi observada entre as

espécies M. curvatum e M. rusticum.
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Figura 4. Biplot obtido a partir de dados morfométricos de populacbes de
Mesocriconema submetidas a Andalise de Componentes Principais (ACP).
L (comprimento do corpo), St (comprimento do estilete), Oes (comprimento do
esbfago) e R (numero de anéis do corpo). Outros espécimes utilizados na analise
foram extraidos de Cordero et al. (2012).

Em relacdo a andlise molecular, apenas o protocolo de Powers et al. (2014)
resultou em amplificacado de fragmentos do gene COIl. Nenhum fragmento foi obtido
a partir do protocolo de Subbotin et a. (2005). Além disso, a eficiéncia do protocolo foi
extremamente baixa (20%). Apenas 32 exemplares, provenientes de oito populacdes,

tiveram seus fragmentos amplificados e sequenciados (Tabela 8). Seis populagdes de
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Santa Catarina e duas do Rio Grande do Sul tiveram individuos sequenciados. Os
produtos gerados pela reacdo de PCR resultaram em fragmentos de 721 pares de
base (pb), utilizados para formacgéo da arvore filogenética (Figura 5).

Apesar da baixa eficiéncia do protocolo e do reduzido nimero de exemplares
sequenciados, a analise das sequéncias do gene COI corroborou a identificacdo, a
priori, pois as espécies identificadas corresponderam a identificacdo morfoldgica e
morfométrica. As sequéncias de M. xenoplax apresentaram 99,7% de similaridade
com o individuo N9103 (MN711236), assim como as sequéncias de M. curvatum e M.
rusticum apresentaram 99,8 e 99,7% de similaridade com os individuos TN11
(MN734383) e N8878 (MN711111), respectivamente.
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Figura 5. Arvore filogenética calculada a partir do alinhamento de sequéncias do gene COI
usando o método Neighbor-Joining. Valores de bootstrap >50% (1.000 repeticbes) sao
fornecidos nos nos. Discocriconemella limitanea P184026 foi usado como outgroup. Os

nameros proximos aos homes dos espécimes representam o grupo haplotipico e as cores
representam diferentes espécies.
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Tabela 8. Cddigos dos espécimes de Mesocriconema sequenciados, espécie identificada, amostra de origem e cédigos de acesso

ao GenBank.
Espécime Espécie Amostra Cdédigo GenBank  Espécime Espécie Amostra  Cdodigo GenBankY
MxB5 M. xenoplax Mayer/ OP418003 MxB233 M. xenoplax 11 OP431937
MxB10 M. xenoplax Mayer OP428648 MxB235 M. xenoplax 11 OP431938
MxB15 M. xenoplax 8 OP431930 MxB236 M. xenoplax 11 0OP431939
MxB20 M. xenoplax 8 OP431931 MxB239 M. xenoplax 11 0OP431940
MxB40 M. xenoplax 369 OP431941 McB53 M. curvatum 378 OP431950
MxB44 M. xenoplax 369 OP431942 McB200 M. curvatum 9 OP431947
MxB45 M. xenoplax 369 0OP431943 McB203 M. curvatum 9 0OP431949
MxB46 M. xenoplax 378 0OP431934 McB208 M. curvatum 9 0OP431948
MxB50 M. xenoplax 378 OP431935 McB221 M. curvatum 7 OP431944
MxB209 M. xenoplax 9 OP431932 McB223 M. curvatum 7 OP431945
MxB210 M. xenoplax 9 OP431933 McB224 M. curvatum 7 OP431946
MxB213 M. xenoplax 7 0OP428649 MrB34 M. rusticum 369 OP431951
MxB216 M. xenoplax 7 OP428652 MrB35 M. rusticum 369 OP431952
MxB222 M. xenoplax 7 OP428650 MrB167 M. rusticum 2 OP431953
MxB225 M. xenoplax 7 0OP428651 MrB178 M. rusticum 2 OP431954
MxB232 M. xenoplax 11 OP431936 MrB219 M. rusticum 7 OP431955

YAmostra proveniente de pessegueiro.
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O agrupamento observado na analise filogenética se mostrou atipico, pois nao
houve tendéncia de agrupamento por regido de origem dos exemplares para nenhuma
das espécies. Entretanto, observou-se a separacao desses individuos de acordo com
0 grupo haplotipico, sugerindo uma intensa variabilidade entre essas populacdes
dentro de cada espécie.

Na andlise de diversidade haplotipica foram identificados dez haploétipos
compartilhados entre as populacfes, esquematizados pela rede de haplétipos na
Figura 6. O haplétipo 1 foi formado apenas por individuos da espécie M. rusticum,
provenientes das populacdes 7 e 369. Da mesma forma, o haplétipo 2 também foi
representado por esta espécie, mas composto por exemplares da populagéo 2 e 369.
Os haplétipos 3 e 4 incluiram apenas exemplares de M. curvatum, provenientes das
populacbes 7, 9 e 378. Os demais haplétipos foram constituidos pela espécie M.
xenoplax, porém, foram observados varios passos mutacionais entre os haplotipos
das diferentes espécies, indicando que a amostragem precisa ser maior para a
variabilidade ser melhor representada. A partir da rede de haplotipos pode-se observar
que, mesmo com o0 numero reduzido de individuos, algumas das populacbes
estudadas apresentam mais de um hapl6tipo entre os individuos que as constituem.

Na Figura 7 é possivel observar a distribuicdo dos haploétipos de acordo com o
local de coleta. Devido ao maior niumero de individuos sequenciados, a populacéo do
municipio de Pinheiro Preto (amostra 7; Tabela 8) apresentou a maior variabilidade,
sendo representada por oito dos dez haplétipos identificados. Por outro lado, apenas
um haplétipo foi identificado na populacdo do municipio de Videira (amostra 2), na
qual apenas dois exemplares foram sequenciados. Nas populacdes de Tangara
(amostra 11) e Caxias do Sul (amostra 369) foram identificados cinco hapl6tipos para
cada e que as duas populacbes compartilham o haplétipo 10. Similarmente, uma
populacdo de Pinheiro Preto compartilha os mesmos haplétipos com as populacdes
dos demais municipios, exceto de Videira. Diversidade haplotipica também foi
observada para a populacdo proveniente de plantas de pessegueiro, onde dois
haplotipos foram identificados (H9 e H10).
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Figura 6. Rede de haplétipos gerada a partir de sequéncias do gene COI de trés
espécies de Mesocriconema. Grupos de haplotipos (H) sdo representados como
circulos (nés) e o tamanho de cada no6 é proporcional ao nimero de individuos que
compartilham o mesmo haplotipo. A coloracdo do né representa cada populacédo. Nos
em preto sdo vetores médios e indicam haplotipos ndo detectados e separados por
mutagdes. Os valores (em vermelho) nos ramos indicam o nimero de mutagdes entre

os haplétipos. Na barra de cores, cada populacéo é representada por uma cor.

Os resultados deste estudo corroboram, em parte, com os resultados relatados
por Divers (2018), onde foram identificadas, morfolégica e morfometricamente, 6
espécies. Neste estudo ndo foram identificadas as espécies M. sphaerocephalum,
M. ornatum e mais sete espécies indefinidas, as quais possivelmente se tratava de
morfoespécies, como relatado por Powers et al., (2014), o que pode ser explicado, em
parte, pelo nimero de exemplares sequenciados.

O género Mesocriconema até hoje é alvo de discussdes entre os taxonomistas
devido a grande similaridade entre as espécies que o compdem (OLSON et al., 2017).
A reproducdo neste género ocorre por partenogénese mitética e os machos sdo
extremamente raros (BRZESKI; LOOF; CHOI, 2002). Acredita-se que os machos de
Mesocriconema desempenhem pouco ou nenhum papel na reproducdo e que
genomas mitocondriais e nucleares sejam herdados clonalmente, sendo a
partenogénese assumida como a forma priméaria de reproducdo deste género
(POWERS et al., 2014).
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Figura 7. Distribuicdo dos hapl6tipos nas areas amostradas. Cada circulo representa uma amostra e seu tamanho é proporcional ao
numero de individuos que o compdem. Na barra de cores, cada cor representa um haplotipo. A) Garibaldi. B) Caxias do Sul. C) Pelotas.
D) Pinheiro Preto. E) Tangara. F) Videira.
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Em géneros como Mesocriconema, a reproducdo assexuada é geralmente
considerada como um beco sem saida evolutivo, e as dificuldades para as linhagens
se adaptarem ao ambiente s&o significativamente maiores devido a possivel falta de
plasticidade genética (CASTAGNONE-SERENO; DANCHIN, 2014). No entanto, ao
contrario das espécies sexuais, as espécies de nematoides-anelados, partenogénicas
mitéticas, sdo notavelmente difundidas e polifagas, com capacidade de parasitar uma
ampla gama de hospedeiros (SCHREINER; ZASADA; PINKERTON, 2012; POWERS
et al., 2014). Embora isso possa refletir, em parte, na estabilidade dos ambientes
agricolas, o extremo sucesso parasitario dessas espécies clonais aponta-as como um
paradoxo evolutivo notavel em relacdo as teorias atuais sobre os beneficios da
reproducado sexuada e pode ser um caminho para entender os eventos de especiacao
em um grupo onde cada vez mais sdo descobertas novas espécies (CASTAGNONE-
SERENO; DANCHIN, 2014). Embora o género Mesocriconema ainda careca de
estudos, sabe-se que para outros fitonematoides, com o mesmo tipo de reproducéo,
a maior parte do genoma é composta por pares de segmentos homologos que,
presumivelmente, evoluiram independentemente da auséncia de recombinacéo
sexual (BIRD et al., 2015). Juntamente com estudos recentes sobre outros sistemas
bioldgicos, esta observacao sugere que a inovacao funcional poderia emergir de uma
arquitetura de genoma téo peculiar, que pode, por sua vez, explicar as capacidades
adaptativas desses parasitas assexuados (NYGUYEN, 2018).

Estudos realizados por De Ley et al. (2005) indicaram que populacdes de
Mesocriconema no sul da Califérnia eram geneticamente heterogéneas, com
diferenciacéo entre as populacdes costeiras e internas, que poderiam se correlacionar
com diferencas na capacidade reprodutiva nas variedades de porta-enxertos
plantadas nas areas de coleta das popula¢cbes. Similarmente, Cordero, Robbins e
Szalanski (2012) relataram elevada variacdo morfométrica entre as populaces de M.
xenoplax de diferentes regides e espécies hospedeira. Entre as nove populacdes
estudadas no estudo em questéo, todas mostraram-se morfometricamente distintas,
ainda que dentro da faixa de delimitacdo de M. xenoplax. Resultados semelhantes
foram observados no presente estudo, onde variagbes morfométricas marcantes
foram observadas entre as populagfes desta espécie.

E importante salientar o qudo dificil é a identificacido de espécies de
Mesocriconema, devido aos taxons intimamente relacionados, ou seja, as diferencas

entre as espécies sao tdo pequenas que chegam a colocar em questdo se alguns
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individuos realmente se trata de outra espécie ou sao morfotipos, individuos com
variacfes morfolégicas pertencentes a uma mesma espécie (CORDERO; ROBBINS;
SZALANKI, 2012; KAUR; TRAKUR; KHAN, 2012). Ha uma estimativa de 487 espécies
véalidas na familia Criconematidae, de acordo com a Ultima revisdo, o que dificulta mais
ainda o estabelecimento de limites entre elas (GERAERT, 2010). Assumindo que a
distincdo morfoldgica € o critério usado para estabelecer estas espécies, a perspectiva
de que cada morfoespécie comporia novas espécies, resultaria em um aumento
expressivo no numero de espécies em um taxon que ja se presume ser "hiperdiverso"
(PUILLANDRE et al., 2012; DEY et al., 2013).

Powers et al. (2014) mencionaram que algumas das espécies do género
Mesocriconema, consideradas cosmopolitas em sua distribuicdo, sdo na verdade,
agrupamentos polifiléticos multiespecificos e uma avaliacdo precisa das distribuicdes
das espécies deste género deve ser realizada para melhor compreensédo da
variabilidade genética deste grupo de nematoides. No referido estudo os autores
obtiveram sucesso na amplificacdo de 242 espécimes, porém nao forneceram
informacbes a respeito da eficiencia do protocolo para amplificacdo do DNA
mitocondrial (MtDNA) nas populacfes estudadas. No presente estudo, o protocolo
proposto pelos autores demostrou baixa eficiéncia e, entre os fatores que podem ter
contribuido para este resultado € o acesso ao DNA alvo, visto que ap0s a eletroforese
em gel de agarose, foi possivel observar grande quantidade de primers, sugerindo
que estes ndo anelaram ao fragmento alvo e ndo houve amplificagdo. Considerando
a localizacdo do mtDNA, fica subentendido a dificuldade de acesso aos fragmentos
alvo, pois sdo moléculas extranucleares, localizadas no interior das mitocondrias e
protegidas pela membrana interna da matriz mitocondrial. Diante disso, novos
protocolos precisam ser desenvolvidos e testados para aplicagdo em estudos de
diversidade genética em criconematideos.

Quanto aos caracteres morfolégicos, as maiores dificuldades para delimitar as
espécies foi observada para M. curvatum, pois grande variacdo entre os caracteres
foi constatada. Seguindo o estudo de Powers et al. (2014) como modelo, os autores
também relataram esta dificuldade. Além disso, ndo est4d claro na literatura
taxondmica quais as caracteristicas diagnésticas delimitam M. curvatum das demais,
observando-se, muitas vezes, a sobreposicdo de caracteres. Segundo a descri¢ao
original de M. curvatum, uma das caracteristicas mais importantes é a observacao dos

lobos submedianos, os quais possuem formato cénico e o primeiro anel labial dividido
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em placas labiais irregulares. Porém, estas caracteristicas somente séo visualizadas
por meio de microscopia de varredura, técnica ndo utilizada no presente estudo.

Segundo Brzeski, Loof e Choi (2002), a separacao de M. xenoplax € baseada
no estilete mais curto de M. curvatum e no formato da vagina (reta) de M. curvatum
versus a forma da vagina sigmoide associada a M. xenoplax. A cauda é descrita como
variavel, mais ou menos arredondada com a ponta conica. Geraert (2010) também
relatou que os juvenis apresentaram margens anelares irregulares, mas os adultos
podem apresentar margens lisas.

Mesocriconema rusticum € uma espécie cosmopolita e geralmente esta
associada a vegetacao de cobertura (WOUTS, 2006). Segundo Powers et al., (2014),
a espécie pode ser confundida com M. discus devido as similaridades na regiao labial
das duas espécies, principalmente a presenca de grandes lobos submedianos de
truncados. Alguns autores consideram que o formato da cauda pode ser utilizado para
delimitar estas duas espécies, onde M. rusticum apresenta terminacao truncada e uma
leve curvatura dorsal. Por outro lado, o formato do labio anterior da vulva difere de M.
xenoplax, ndo sendo observado l6bulos arredondados como nesta dltima.

Apesar de confirmada a separacdo das espécies pela analise filogenética, o
agrupamento gerado nédo foi claro o suficiente para entender as relacdes entre as
populacdes, provavelmente devido ao reduzido nimero de exemplares representante
de cada populacéo, refletindo na formacdo dos grupos. Adicionalmente, um maior
ndamero de exemplares precisa ser incluido nesta andlise, assim como na anélise de
diversidade de haplétipos para que os resultados se tornem mais representativos para
as regides amostradas.

E bastante provavel que amostragens adicionais de Mesocriconema continuem
a revelar alta variabilidade inter e intraespecifica entre os criconematideos associados
ao declinio e morte da videira no Sul do Brasil, visto os diversos ambientes que estes
parasitas ocorrem. Isto ndo seria inesperado. Além disso, os caracteres utilizados para
delimitar as espécies necessitam de revisdo. Analises moleculares em alguns taxons
de nematoides bem estudados, como Caenorhabditis (KIONTKE et al. 2011) e
Globodera (HANDOO et al. 2012) revelaram variacdes que forcaram a reconsideracao
dos caracteres diagnésticos. No caso do Mesocriconema, a variagdo morfolégica em
caracteres diagndésticos-chave dentro das espécies e a sobreposicao de caracteres
morfologicos entre elas cria grandes dificuldades na identificagdo e no

reconhecimento dos limites. Exemplos 6ébvios incluem a variagéo do grau de crenagao
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nas margens anulares, o labio anterior da vulva e a interpretacdo da forma da vagina.
Esses caracteres diagnosticos precisam ser sistematicamente reavaliados dentro do
contexto de agrupamentos derivados molecularmente para realizar plenamente o
conteudo de informagéo das unidades taxon6micas. Essa percepgéo, por sua vez,
permitira que a taxonomia de nematoides se integre melhor e contribua para questées

de biodiversidade.

2.4. Conclusodes

bY

Diferentes espécies de Mesocriconema estdo associadas a vinhedos em
declinio nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, entre elas, M. xenoplax,
M. curvatum e M. rusticum.

Os caracteres diagnosticos das espécies do género Mesocriconema precisam
ser revistos a fim de determinar o limite entre as espécies.

Existe variabilidade inter e intraespecifica entre as espécies detectadas, porém
ha necessidade de maior representatividade das populacdes.

Novos protocolos para amplificacdo do mtCOI precisam ser testados para

criconematideos.



3. CAPITULO II. Respostas bioquimicas e reacdo de genotipos de videira
frente ao nematoide-anelado (Mesocriconema xenoplax) e interacdo com

llyonectria macrodidyma

3.1. Introducéo

A viticultura é, sem duvidas, uma das atividades agricolas de maior relevancia
na regiao Sul do Brasil (CONAB, 2020). Entretanto, diversos fatores limitantes ao seu
cultivo impedem a obtencdo de indices satisfatorios de produtividade, entre eles,
problemas fitossanitarios associados aos fitonematoides, fungos causadores de
doencas do tronco da videira (DTV) e a pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis
Wille, 1922) (RUMBOS et al., 2001; CAVALCANTI et al., 2013; BOTTON et al., 2020).

Historicamente, os viticultores desta regido enfrentam problemas de
mortalidade de videiras, os quais se intensificaram entre as décadas de 1980 e 1990,
quando o cultivo apresentou diminuicdo consideravel da area plantada e registros de
muitos casos de perdas de vinhedos inteiros (SHUCK et al., 1993; MENEZES-NETTO
et al., 2016). A reducéo da area cultivada e do grande numero morte de plantas foi
atribuida a sindrome conhecida como declinio e morte da videira (DMV), um problema
caracterizado pela morte acentuada de plantas, as quais apresentam sintomas de
clorose internerval, reducgéo de vigor e entrends curtos. De etiologia complexa, o DMV
tem sido associado a fatores bidticos e abidticos e, entre os fatores bioticos esta o
nematoide-anelado (Mesocriconema xenoplax [Raski, 1952] Loof & De Grisse, 1989)
e fungos causadores de doencas do troco da videira (GARRIDO et al., 2004; GOMES;
CAMPOS; COSTA, 2009; CAVALCANTI et al., 2013; DIVERS et al., 2019).

Fungos causadores de DTV, principalmente do género Cylindrocarpon
(teleomorfo llyonectria), também tém sido associados a vinhedos em declinio, porém
pouco se sabe a respeito da interagdo entre estes agentes e fitonematoides no
desenvolvimento do DMV. Acredita-se que as lesGes provocadas pelos nematoides
durante a alimentac&o nas raizes atuem como aberturas para a entrada de outros
patogenos. Na Nova Zelandia, Bleach, Jones e Jaspers (2007) relataram a presenca
de Cylindrocarpon macrodidymum Schroers, Halleen & Crous (Teleomorfo:

llyonectria), Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten e Cylindrocarpon
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liriodendri MacDon. & Butler, agentes etiologicos do pé-preto da videira, em 87% das
plantas em declinio, com prevaléncia do primeiro (36%). No Brasil, Garrido et al.
(2004) identificaram sete géneros, sendo Cylindrocarpon Wollenw., 1913 o de maior
frequéncia, assim como Santos et al. (2014a, 2014b) relataram a ocorréncia de
llyonectria macrodidyma (Halleen, Schroers & Crous) Chaverri & Salgado, llyonectria
robusta (Hildebr.) Cabral & Crous e Cylindrocarpon pauciseptatum Schroers & Crous
em plantas sintomaticas. Entretanto, estes estudos ndo fazem menc¢éo a presenca de
fitonematoides.

Como capitulado anteriormente, varias espécies de fitonematoides ja foram
relatadas parasitando plantas de videira, como diversas espécies do nematoide-das-
galhas (Meloidogyne Goeldi, 1982), o nematoide-anelado (M. xenoplax), algumas
espécies do nematoide-adaga (Xiphinema Cobb, 1913), o nematoide-dos-citros,
(Tylenchus semipenetrans Cobb, 1913), e o nematoide-das-lesbes-radiculares
(Pratylenchus Thorne, 1949) (PINKERTON et al., 1999; WALKER; STIRLING, 2008;
GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; ASKARY et al., 2018; DIVERS et al., 2019). Na
literatura nematoldgica, alguns estudos demostraram que estes parasitas afetam o
desenvolvimento de doencas e a expressao de sintomas em uma variedade de
patossistemas (POWELSON; ROWE, 1993; LA MONDIA, 2003; CAO et al., 2006),
porém, durante o levantamento bibliografico ora realizado, constatou-se que os dados
sdo extremamente exiguos e antigos sobre suas interaces com lIlyonectria spp.
(HASTINGS; BOSHER, 1938; BOOTH; STOVER, 1974; SUTHERLAND, 1977).

Em relagdo a reacdo de gendtipos de videira frente aos fitonematoides,
expressa em termos de resisténcia/suscetibilidade, hd um significativo nimero de
estudos disponiveis, produzidos principalmente no exterior, mais comumente nos
Estados Unidos. Entretanto, no Brasil e no exterior, tais estudos priorizam a
caracterizacdo da reacdo a espécies do nematoide-das galhas (Meloidogyne spp.)
(ANWAR; MCcKENRY, 2002; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012; GOMES;
SOMAVILLA; QUECINI, 2014; VEGA-CALLO; TAMO-ZEGARRA; BELLE, 2021),
sendo raros os estudos envolvendo a reacdo a M. xenoplax. Por conseguinte,
informacdes sobre a reacao dos principais genotipos utilizados na viticultura brasileira
frente ao nematoide-anelado ainda sdo seriamente escassos.

Ainda em relagdo a M. xenoplax, 0os poucos estudos disponiveis na literatura
evidenciam divergéncia na reacao dos genotipos avaliados, caracterizando-se como
resistentes em um estudo (PINKERTON et al., 2005; McCKENRY; ANWAR, 2006) e
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como suscetiveis em outro (FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012). Ademais, o impacto
deste nematoide no crescimento e produtividade de videiras ainda € pouco
compreendido, pois o0os estudos envolvendo este patossistema ndao mencionam
alteracOes nos parametros de desenvolvimento das plantas, perdas ou as alteracoes
bioquimicas por ele desencadeadas, baseando-se apenas no fator reprodutivo do
nematoide (RASKI; RADEWALD, 1958; PINKERTON et al. 1999; SCHREINER;
ZASADA; PINKERTON, 2012; FORGE et. al, 2020).

No que concerne aos fitonematoides endoparasitas sedentarios, alteracbes
biogquimicas sdo bem conhecidas, principalmente em relacdo a atividade de enzimas
antioxidantes, como peroxidase (POX), superdxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT) e polifenoloxidase (PPO) (SUNDARARAJU;
PANDISUBA, 2006; KESBA; EL-BELTAGI, 2012; LOBNA et al., 2017; PANDEY,
2020). Por outro lado, ndo existem dados sobre as alteragcdes bioquimicas
desencadeadas durante a interacdo de gendtipos de videira e um ectoparasita como
M. xenoplax.

Diante do cenério exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
reacao de genodtipos e respostas bioquimicas de Vitis spp. utilizados na regido Sul do
Brasil frente ao nematoide-anelado, assim como analisar o efeito da interacao entre

M. xenoplax e I. macrodidyma na predisposi¢cédo de plantas ao declinio.

3.2. Material e Métodos

Os estudos descritos a seguir foram realizados nos Laboratérios de Fisiologia
Vegetal e Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado e de Bioquimica Vegetal da
Universidade Federal de Pelotas e com o setor de propagacdo de porta-enxertos e

cultivares de videira da Embrapa Uva e Vinho.

3.2.1. Reacdao de genotipos de videira a Mesocriconema xenoplax

O ensaio de reacao foi realizado sob condi¢cdes de casa de vegetacao, no
periodo de 02/04/2020 a 10/12/2021, nas instala¢cdes da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS (31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m de altitude).
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O material vegetal utilizado foi produzido através de micropropagacao de
estacas e cultura de tecidos pelo Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa Uva
e Vinho (Bento Gongalves/RS), cujas mudas foram provenientes de 11 porta-enxertos
(R99, Harmony, Kober 5BB, IAC 313 Tropical, Paulsen 1103, Salt Creek, Gravesac,
VR 043-43, IBCA125, 548-44 e 1111-21) e trés cultivares copa (Chardonnay, Bordd e

Niagara Rosada) de videira, cujos progenitores estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Porta-enxertos e cultivares copa de videira e seus respectivos parentais.

Gendétipo Parentais

Paulsen 1103 Vitis berlandieri x Vitis rupestris

IAC 313 Tropical Vitis riparia x Vitis rupestris x Vitis cinerea

Salt Creek Vitis champinii

Gravesac 161-49 (V. riparia x V. berlandieri) x 3309 C (V. riparia x V. rupestris)
VR 043-43 Vitis rotundifolia x Vitis vinifera

IBCA125 Isabel (V. labrusca) x Carlos (V. rotundifolia)

548-44 Isabel (V. labrusca) x Magnolia (V. rotundifolia)
1111-21 Seyve Villard (V. vinifera) x Magnolia (V. rotundifolia)
Kober 5BB Vitis berlandieri x Vitis riparia

R99 Vitis berlandieri x Vitis rupestris

Harmony V. champinii x V. vinifera x V. riparia x V. labrusca
Bordo Vitis labrusca

Chardonnay Vitis vinifera

Niagara Rosada  Vitis labrusca

As mudas dos diferentes genétipos foram transplantadas, individualmente, em
vasos de polietileno com capacidade de 5L, contendo solo esterilizado. Uma
populacao pura, previamente identificada como M. xenoplax, procedente de vinhedos
em declinio e mantida em plantas de pessegueiro cv Chimarrita, foi utilizada como
indculo. Decorridos 20 dias do transplante das mudas, o solo de cada vaso foi
infestado com 1000 espécimes (Populagéo inicial-Pi) de M. xenoplax, adicionando-se
60g de solo infestado em uma abertura no solo préximo as raizes, redor de cada

muda.
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O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial
14x2 (14 genatipos, inoculado ou ndo), com seis repeticdes para cada tratamento. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacgéao (25 + 2°C) por um periodo de 252 dias,
sendo monitoradas diariamente quanto a necessidade de agua e tratamentos
culturais. Para comparacdo dos danos causados pelo nematoide, plantas nao

inoculadas foram mantidas sob as mesmas condicdes.

3.2.1.1. Prospeccao dos danos causados por M. xenoplax

Decorridos 252 dias da inoculacéo (DAI), amostras de folhas e peciolos foram
coletadas, pesadas e acondicionadas em freezer (-20°C) para as andlises
bioquimicas. Em seguida, as plantas foram retiradas dos vasos e avaliadas quanto
aos teores de clorofila total e carotenoides, peso fresco da parte aérea e peso fresco
de raizes. Os teores de clorofila total e carotenoides foram avaliados pelo método do
dimetilsulféxido (DMSO), descrito no préoximo item.

O solo de cada tratamento foi coletado, homogeneizado e, uma aliquota de
250cms3 foi utilizada para extracdo dos nematoides pelo método de peneiramento e
flotacdo centrifuga em solucdo de sacarose (JENKINS, 1964). Em seguida, a
contagem dos nematoides foi realizada sob microscépio estereoscoépio (Impac Tokyo),
obtendo-se uma estimativa da populacao final (Pf) para a determinacéo do fator de
reproducdo do nematoide (FR = Pf/Pi) (OOSTENBRINK, 1966). Adicionalmente, a
reacao dos gendtipos foi classificada de acordo com os valores de FR, considerando-
se como resistentes, aqueles cujo nematoide apresentou FR<1,00, imunes, aqueles
onde ndo houve reproducao do nematoide (FR=0) e suscetiveis aqueles com FR>1,00
(OOSTENBRINK, 1966).

Quanto as analises bioquimicas, foram avaliados os teores de carboidratos
totais, proteinas totais e a atividade especifica das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase, catalase, superoxido dismutase, ascorbato peroxidase, fenilalanina

amonia-liase e p-1,3-glucanase, conforme descrito nos itens seguintes.

3.2.1.2. Determinacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram avaliados pelo método do DMSO,

proposto por Wellburn (1994). Para extracdo dos pigmentos, discos foliares com
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1,77cm? foram obtidos de folhas jovens e completamente expandidas de cada
repeticdo. Em seguida, uma aliqguota de 7mL de solucdo de DMSO (C2Hes0OS),
saturada com carbonato de calcio (CaCOs), foi adicionada a tubos de ensaio
previamente identificados. Um disco foliar de cada repeticdo foi adicionado ao tubo
correspondente, seguindo para incubacdo em banho-maria a 65°C por 30 minutos,
até que o disco foliar estivesse completamente transparente. Durante a incubacéo, os
tubos foram vedados para evitar a evaporacdo da solucdo de DMSO. Apds esse
periodo, os tubos foram mantidos no escuro até atingir a temperatura ambiente.

As leituras das absorbancias foram realizadas nos comprimentos de onda de
480nm, 649nm e 665nm em espectrofotdbmetro Bel Photonics, modelo 1105 (nivel de
resolucdo de 1 a 4nm) para determinacdo dos teores de clorofila a, b, total e
carotenoides. Os teores de clorofila e carotenoides foram expressos em mg de

clorofila ou carotenoides por grama de matéria fresca.

3.2.1.3. Determinacéo da atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7)

A determinacdo da atividade da enzima peroxidase (PO) foi realizada por meio
do método proposto por Campos e Silveira (2003). Para obtencéo dos extratos, as
amostras de folhas congeladas (500mg) foram trituradas em almofariz com pistilo com
10 mL de tampéo fosfato 0,05 M (pH 7,0) e 1mg de polivinilpirrolidona a 2% (PVP10).
O homogeneizado foi filtrado a vacuo e centrifugado a 6000 rpm em temperatura entre
0°C e 4°C por 30 minutos e, em seguida, o extrato bruto foi coletado em tubos de
material acrilico (20mL) e acondicionado em gelo para utilizacdo como fonte
enziméatica.

Para a reacao, em tubos de ensaio previamente identificados, foram pipetados
2,5mL de tampao citrato (pH 5,0), contendo solucao de fosfato de sodio dibasico 0,2M
(NaH2PO4) e acido citrico 0,1M (CeHsO7) (pH 5,0); 1,5mL do extrato enzimatico,
0,25mL de solugéo de guaiacol (C7HsO2) a 0,5% e 0,25mL de perdxido de hidrogénio
(H202) a 3%, homogeneizados em agitador vortex e incubados em banho-maria a
30°C por 15 minutos. Apoés a incubacéo, os tubos foram para banho de gelo e uma
aliquota de 0,25mL de solucdo de meta-bissulfito de sodio (Na2S:20s5) a 2% foi
adicionada ao sistema de reacdo. Em seguida, os tubos foram agitados e mantidos

em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente para paralisar a reagao.
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As leituras das absorbancias foram realizadas no comprimento de onda de
450nm, em espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. Como controle para
a reacao enzimatica, foi utilizada agua deionizada. A atividade enzimética especifica
foi expressa em unidade enzimética (U.E) por minuto por mg de proteina.

3.2.1.4. Determinacao da atividade da polifenoloxidase (EC 1.10.3.1)

A atividade da enzima polifenoloxidase (PFO) foi determinada de acordo com
Campos e Silveira (2003). Para obtencéo dos extratos, o método foi 0 mesmo descrito
anteriormente para a enzima peroxidase (item 3.2.4), diferenciando apenas nas
etapas de reacao e leitura. Para a reac&o, em tubos previamente identificados, foram
adicionados 3,6mL de tampéao fosfato 0,05M (pH 6,0), ImL do extrato bruto e 0,1mL
de solugéo de catecol 0,1M (CsHesO2), homogeneizados em agitador vortex por quinze
segundos e incubados em banho-maria a 30°C por 60 minutos. Apés a incubacéo, os
tubos foram imediatamente para o banho de gelo e uma aliquota de 0,20mL de
solucédo de acido perclorico (HCIO4) a 6,9% foi adicionada ao sistema de reacdo. Em
seguida, os tubos foram novamente agitados e mantidos em repouso por 10 minutos
em temperatura ambiente para paralisar a reacao.

As leituras das absorbancias foram realizadas no comprimento de onda de
395nm, em espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. Como controle para
a reacao enzimatica, foi utilizada agua deionizada. A atividade enziméatica especifica

foi expressa em unidade enzimatica (U.E) por minuto por mg de proteina.

3.2.1.5. Determinacdo da atividade da fenilalanina aménia-liase (EC 4.3.1.5)

A atividade da enzima fenilalanina aménia-liase (FAL) foi determinada de
acordo com método proposto por Hyodo e Yang (1971) com modificacbes de Campos
et. al. (2003). O extrato enzimatico foi obtido por meio da maceracédo de 500 mg de
folhas congeladas, diretamente no tubo de centrifuga, em banho de gelo. Ao tubo com
material vegetal, foi adicionado 1mL de tampéao borato0,05 M (pH 8,5), composto de
acido bérico 0,1 M (H3BOs3), cloreto de potéassio 0,1M (KCI), hidréxido de sodio 0,1 N
(NaOH), polivinilpirrolidona 10 (PVP10) e p-mercaptoetanol (HSCH2CH20H),

procedendo a maceracdo. Em seguida, uma aliquota de 7mL de tampéo borato
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(pH 8,5) foi adicionada ao material macerado, totalizando 8mL. O material foi
centrifugado a 6000 rpm em temperatura entre 0 e 4°C, por 30 min e o sobrenadante
filtrado em algod&o, a vacuo e em banho de gelo. O extrato filtrado foi recolhido e
acondicionado no gelo para posterior leitura, realizada no mesmo dia.

O sistema de reacdo para o procedimento de leitura consistiu em 4mL de
tampéao borato (pH 8,5), 0,25mL do extrato (Agua deionizada para prova em branco)
e 0,06mL de solucao de fenilalanina 100mM, seguido de agitacdo em vortex. A reacéo
foi conduzida por meio de incubacdo em banho-maria a 40°C, por 60 minutos. Apoés a
incubacéo, os tubos foram novamente agitados em vértex e mantidos em repouso por
5 minutos para completar a reacao.

As leituras das absorbancias foram realizadas contra uma curva padréo,
imediatamente apds o periodo de repouso, ho comprimento de onda de 290nm, em
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. A atividade enzimética especifica

foi expressa em unidade enzimatica (U.E), por hora, por mg de proteina.

3.2.1.6. Determinacgao da atividade da -1,3-glucanase (EC 3.2.1.6)

A atividade da B-1,3-glucanase (3-GLU) foi determinada de acordo com método
proposto por Abeles e Forrence (1970) com modificacdes de Campos (2009). Para
obtencdo dos extratos, 500mg de peciolos de cada repeticdo foram macerados em
almofariz com pistilo, em tampao citrato 0,1M (pH 5,4) gelado, contendo &cido citrico
(CeHsO7), citrato de sodio (NasCsHs07), &cido ascorbico (CeHsOs) € B-mercaptoetanol
(HSCH2CH20H). O homogeneizado foi centrifugado a 15000rpm por 45min em
temperatura entre 0 e 4°C e, ao final da centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado,
transferido para tubos de material acrilico e acondicionado em freezer (-20°C).

Na etapa de precipitacdo da enzima, uma aliquota de 0,5mL do extrato foi
transferida para tubos de ensaio identificados, juntamente com 1mL de acetona
gelada (-20°C), seguida de agitacdo em vortex e incubacdo em freezer (- 20°C) por
30 minutos. A suspensao foi centrifugada a 15000rpm por 30min a temperatura de
-4 e 0°C e os precipitados sedimentados foram secos a vacuo por 48 horas, em
temperatura ambiente.

Para a etapa de leitura, o sistema de reacao foi composto pelo precipitado seco,
ressuspenso em 62,5uL de tampao acetato 0,05M (pH 5,2), contendo acido acético

(CH3COOH) e acetato de sodio anidro (NaC2Hs30z2), seguido de agitacdo em vortex.
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Ao sistema de reacao também foi adicionada uma aliquota de 0,1mL da solucéo de
laminarina 4%, seguindo para incubacdo em banho-maria (40°C) por 10 minutos. A
reagao foi interrompida pela adigéo de 375uL do reagente dinitrosalicilato, contendo
acido dinitrosalicilico (C7H4N207), hidréxido de sédio (NaOH) e tartarato duplo de sédio
e potassio (KNaCsH406:4H20); e incubagdo em banho-maria fervente (100°C) por
5 minutos. Apés a incubacdo, as amostras seguiram imediatamente para banho de
gelo. A solugdo colorida, resultante da reacdo, foi diluida em 4,5mL de &agua
deionizada e agitada em vortex.

As leituras das absorbancias foram realizadas contra uma curva padrédo, no
comprimento de onda de 500nm, em espectrofotbmetro Shimadzu, modelo UV -
1601PC. A atividade enzimatica especifica foi expressa em pumol de glicose por mg

de proteina.

3.2.1.7. Determinacgao da atividade da catalase (EC 1.11.1.6)

A determinacéo da atividade da enzima catalase (CAT) foi realizada de acordo
com métodos propostos por Beers e Sizer (1952) e Azevedo-Neto et al. (2006), por
meio da taxa de oxidagéo do peréxido de hidrogénio (H202). Os extratos foram obtidos
por meio da maceragcdo de 500mg de folhas em almofariz com pistilo, adicionando
nitrogénio liquido, polivinilpirrolidona 10 (PVP10) e tampé&o fosfato de potassio 100mM
(pH7,8), contendo fosfato de potassio monobasico (KH2PO4), fosfato de potassio
dibasico (K2HPOa4), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1mM (C1oH16N20s) e
acido ascérbico 10mM (CsHsOs). O homogeneizado foi centrifugado a 13000 rpm por
20min a 4°C e o sobrenadante coletado e acondicionado em freezer (-20°C).

As reac0Oes foram conduzidas em microplacas de polimetilmetacrilato (PMMA),
contendo 10uL do extrato enzimético e 170uL de tampéao fosfato de potassio 100mM
(pH 7,0), seguida de incubacdo a 28°C por 5 minutos. A reacédo foi ativada por meio
da adicao de 20uL solucéo de peroxido de hidrogénio 12,5mM (H202) no momento da
leitura, seguida de agitacao por 5 segundos.

As absorbancias foram obtidas por leitura cinética (5 em 5 segundos, durante
2 minutos) no comprimento de onda de 240nm, em leitora de microplacas SpectaMax,
modelo M3. A atividade enzimatica especifica foi expressa em pmol de peroxido de

hidrogénio, por minuto, por mg de proteina.
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3.2.1.8. Determinacao da atividade da ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.1)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada de acordo com
métodos propostos por Nakano e Asada (1981) e Azevedo-Neto et al. (2006),
utilizando ascorbato de sodio como substrato. Para obtencdo dos extratos, o método
foi 0 mesmo descrito anteriormente para a enzima catalase, diferenciando apenas nas
etapas de incubacéo e leitura.

As reacOes foram conduzidas em microplacas de polimetilmetacrilato (PMMA),
contendo 10uL do extrato enzimatico, 200uL de tampéo fosfato de potassio 100mM
(pH 7,0), 140pL ascorbato de sodio 0,5mM (CsH7NaOs) e 50uL peroxido de hidrogénio
0,1mM (Hz203), seguida de incubacéo a 28 °C por 5min.

As absorbancias foram obtidas por leitura cinética (10 em 10 segundos, durante
2 minutos) no comprimento de onda de 290nm, em leitora de microplacas SpectaMax,
modelo M3. A atividade enzimética especifica foi expressa em umol de ascorbato, por

minuto, por mg de proteina.

3.2.1.9. Determinacéo da atividade da superoxido dismutase (EC 1.15.1.1)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo
com métodos propostos por Giannopolitis e Ries (1977) e Azevedo-Neto et al. (2006)
pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do azul de nitrotetrazélio (NBT).
Para obtencdo dos extratos, o método foi 0 mesmo descrito anteriormente para a
enzima catalase, diferenciando apenas nas etapas de incubacao e leitura.

As reacgdes foram conduzidas em microplacas de polimetilmetacrilato (PMMA),
contendo 10uL do extrato enzimatico, 100uL de tampéo fosfato de potassio 100mM
(pH 7,8), 2uL de EDTA 0,1 pM, 40uL de metionina 14mM (CsH11NO2S), 2uL de
riboflavina 2 pM (C17H20N4Os), 15uL de azul de nitrotetrazolio 75 uM e 31uL de agua
MilliQ. A reacao foi ativada por meio da iluminagdo das amostras em uma caixa de
poliestireno branco, fechada, contendo uma lampada fluorescente tipo U (6400k E-27
25 W 3u), durante 10 minutos. Para cada microplaca foi realizado um controle escuro
(todos os reagentes, sem amostra e sem exposi¢do a luz) e um controle claro (todos

0S reagentes, sem amostra e expostos a luz).
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As leituras das absorbancias foram realizadas, no comprimento de onda de
560nm, em leitora de microplacas SpectaMax, modelo M3. A atividade enzimatica

especifica foi expressa em unidade enzimatica (U.E) por minuto por mg de proteina.

3.2.1.10. Determinacédo de proteinas totais

A concentragéo de proteinas totais foi determinada pelo método proposto por
Bradford (1976). Para obtencdo dos extratos, 500mg de folhas de cada repeticéo
foram macerados em almofariz com pistilo, em 0,5mL de tampé&o Tris-HCI 0,1 M (pH
7,5) gelado, contendo Tris-(hidroximetil)-aminometano (CsH11NO3), acido cloridrico
(HCI) 25%, polivinilpirrolidona 10 (PVP10) e B- mercaptoetanol (HSCH2CH20H);
adicionando uma aliquota de 9,5 mL de tampao Tris-HCI ao final da maceracéo. O
homogeneizado foi filtrado em algoddo e a vacuo, centrifugado a 6000rpm por 30
minutos a temperatura entre 0 e 4°C e, em seguida, o sobrenadante foi coletado,
transferido para tubos de material acrilico e acondicionado em freezer (- 20°C).

Para a etapa de leitura, em tubos de ensaio identificados, foi adicionada uma
aliquota de 100puL do extrato e 5mL do reagende de Bradford, contendo azul brilhante
de Coomassie G-250 (Ca7H4sN3NaO7Sz), etanol 95% (C2HsO) e acido fosforico 85%
(H3POa4); seguido de agitacdo em vortex e repouso por 15 minutos.

As leituras das absorbancias foram realizadas contra uma curva padréo, no
comprimento de onda de 595nm, em espectrofotbmetro Shimadzu, modelo UV -
1601PC. A concentracdo de proteinas totais foi expressa em mg de proteina por

grama de matéria fresca.

3.2.1.11. Determinacdo do teor de carboidratos totais

O teor de carboidratos totais no extrato foi determinado pelo método proposto
por Yemm e Willis (1954). Os extratos foram obtidos por meio de macerac¢ao de 500mg
de folhas em almofariz com pistilo, com nitrogénio liquido. O macerado foi transferido
para tubos de centrifuga, adicionando 5mL de alcool etilico absoluto a 80%
(CH3CH20H), vedado e incubado em banho-maria a 95°C por 10 minutos. Apos a
incubacéo, os volumes de alcool 80% foram ajustados e procedeu-se a centrifugacao

a 2500rpm por 5 minutos, coletando o sobrenadante ao final deste processo.
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Para a etapa de leitura, em tubos de ensaio identificados, foi adicionada uma
aliquota de 500uL do extrato, 500uL de agua deionizada e, sob agitacdo, 5mL da
solucdo de antrona 0,4%, contendo antrona (Ci14H100) e &cido sulftrico (H2SOa);
seguindo para incubacdo em banho-maria fervente (100°C) por 15 minutos. Apos a
incubacédo, os tubos foram submetidos ao banho de gelo, agitados em vortex e
mantidos em repouso por 10 minutos.

As leituras das absorbancias foram realizadas contra uma curva padréo,
utilizando glicose como acucar de referéncia, no comprimento de onda de 620nm, em
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. O teor de carboidratos totais foi

expresso em percentagem de carboidratos em base seca.

3.2.1.12. Determinagéo do teor de matéria seca

Para a determinacdo do teor de matéria seca, capsulas de porcelana foram
secas em estufa a 60°C por 1h. Em seguida, as capsulas foram retiradas e resfriadas
em dessecador. Posteriormente, aferiu-se o peso das cépsulas e adicionou-se as
amostras, seguindo para estufa a 60°C. Apds 24h, as amostras foram retiradas,

transferidas para um dessecador e pesadas até atingirem massa seca constante.

3.2.2. Estudo da interacdo entre Mesocriconema xenoplax e llyonectria
macrodidyma em genétipos de videira

3.2.2.1. Instalagéo, infestagdo com Mesocriconema xenoplax e inoculagdo das

plantas com llyonectria macrodidyma

O ensaio foi realizado sob condicbes de casa de vegetacdo, no periodo de
01/10/2020 a 10/04/2021, nas instalagbes da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS
(31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m de altitude).

O material vegetal utilizado foi produzido através de micropropagacao de
estacas e cultura de tecidos pelo Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa Uva
e Vinho (Bento Gongalves/RS). Foram utilizadas mudas de trés porta- enxertos:
Paulsen 1103, R99 e VR 043-43; e a cultivar copa: Bord6. Para infestacdo do solo

com nematoides, o processo foi realizado conforme descrito no item 3.2.1, utilizando
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a mesma populacédo, numero de nematoides e respeitando o mesmo periodo apés o
transplante das mudas.

Como inoculo de |. macrodidyma, foi utilizado o isolado TD 1117, previamente
identificado (GenBank MK421588.1) e pertencente a colecdo de microrganismos do
Laboratério de Fitopatologia do Instituto Federal do Rio Grande do Sul/ Campus Bento
Goncalves. Para multiplicacéo, discos de 0,5cm de diametro, com estruturas do fungo
e meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), foram retirados da amostra
armazenada e transferidos para placas de Petri de 8,5 cm de diametro, contendo BDA.
As placas foram mantidas por 10 dias em camara de crescimento do tipo BOD a 25 +
2°C e fotoperiodo de 12 horas. ApoOs esse periodo, as placas foram submetidas ao
escuro, por 8 dias (25 = 2°C), para esporulagéo.

Trinta dias ap6s a infestacéo do solo com M. xenoplax, uma suspenséao de 104
conidios/mL de I. macrodidyma foi calibrada e inoculada nas plantas correspondentes
aos tratamentos (10mL/planta), através de orificios préximo as raizes e ao redor de
cada muda de videira. Os trinta dias foram estabelecidos para se ter pelo menos um
ciclo completo do nematoide e ferimentos nas raizes das mudas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial (4x4), com seis repeticbes. O fator gendtipo teve quatro niveis,
representados por quatro genotipos. Ja o fator interacao teve quatro niveis, a saber:
infestacdo com nematoide e inoculagédo com fungo (+N+F), infestacdo com nematoide
e sem fungo (+N-F), inoculagcdo com fungo e sem nematoide (- N+F) e plantas néo
infestadas e nado inoculadas (-N-F). Os tratamentos foram alocados e mantidos em
casa de vegetacdo (25 + 2°C) por um periodo de 204 dias, sendo as plantas

monitoradas diariamente quanto a necessidade de agua e tratamentos culturais.

3.2.2.2. Avaliagdo de sintomas/danos e reisolamento in vitro de |I. macrodidyma

Apo6s 204 dias da inoculagcédo (DAI) do fungo e infestagdo com nematoide, as
plantas foram retiradas dos vasos e avaliadas quanto ao teor de clorofila total,
carotenoides, massa fresca da parte aérea e de raizes. Os teores de clorofila total e
carotenoides foram avaliados pelo método DMSO (item 3.2.1.2).

O solo de cada tratamento foi coletado, homogeneizado e, uma aliquota de
250cm? foi utilizada para extracdo dos nematoides pelo método de peneiramento e

flotacdo centrifuga (JENKINS, 1964). Em seguida, a contagem dos nematoides foi
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realizada sob microscoépio estereoscopio (Impac Tokyo), obtendo-se uma estimativa
da populacéo final (Pf) para a determinacdo do fator de reproducédo (FR = Pf/Pi)
(OOSTENBRINK, 1966).

Para avaliacdo dos sintomas internos, os caules foram seccionados
transversalmente na extremidade basal, separando a parte aérea das raizes. As
seccOes transversais foram fotografadas com uma maquina fotografica Nikon D5300
e a area necroética foi calculada utilizando o software de processamento de imagens
ImageJ versdo 1.53n (FERREIRA; RASBAND, 2012). Fragmentos dos caules,
padronizados em 20 cm de comprimento de cada repeticdo foram separados, lavados
em agua corrente e submetidos a desinfestacdo externa, utilizando, na sequéncia,
alcool 70% (v/v), por 1 minuto, hipoclorito de s6dio 3% (v/v) por 1 minuto e novamente
alcool 70% (v/v) por 1 minuto (modificado de ALMANCA et al. 2013). ApGs a
desinfestacdo e em camara de fluxo laminar previamente esterilizada, foi retirada a
casca dos fragmentos e, em seguida, seccionados longitudinalmente para exposicao
dos tecidos internos. No momento em que os fragmentos foram seccionados, também
foram realizadas as avaliagbes de sintomas de escurecimento interno, medindo-se a
extensdo do escurecimento vascular a partir da extremidade basal, com auxilio de um
paquimetro digital (Starret 727).

O reisolamento de I. macrodidyma foi realizado para confirmar se o patdgeno
era capaz de atingir novos tecidos da planta e se os sintomas observados estavam
atribuidos a sua presenca. Para isso, fragmentos de até 1cm de comprimento foram
separados e dispostos em placas de Petri, contendo meio de cultura BDA, respeitando
o limite 3 placas por repeticdo/planta e de 4 fragmentos por placa. Posteriormente, as
placas foram mantidas em camara de incubacao tipo BOD com temperatura de 25 +
2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

O crescimento foi observado por até 20 dias, sendo feita a identificacdo por
morfologia comparativa (URBEZ-TORRES et al., 2014). Apés a confirmacéo, foi
registrado o numero de fragmentos que apresentaram crescimento ou ndo do fungo,
gerando o percentual de reisolamento, calculado a partir do nimero de fragmentos

com crescimento fungico sobre o total de fragmentos do tratamento.
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3.2.3. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk; a homoscedasticidade pelo teste de Hartley; e a independéncia dos residuos por
analise gréafica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) através do teste F (P<0,05).

Para o ensaio de reacao de gendtipos, constatada significancia estatistica, as
médias das variaveis de cada tratamento foram comparadas entre si pelo teste de
agrupamento de médias Scott-Knott (P<0.05) para o fator genétipo, e pelo teste exato
de Fisher (teste t) (P<0.05) para o fator infestacéo, utilizando software estatistico
SASM-Agri (CANTERI et al, 2001) e SAS versdéo 9.4 (SAS, 2016).
Complementarmente, os valores das diferentes variaveis foram correlacionados entre
si pela andlise de correlacdo de Pearson, utilizando o software SAS v. 9.4 (SAS, 2016).

Os dados resultantes das atividades enzimaticas foram comparados entre Si
pelo teste de agrupamento de médias Scott-Knott (P<0.05) e plotados em heatmap,
indicando aumento ou reducdo da atividade enzimética em plantas infestadas em
relacdo ao controle de cada gendtipo. Para comparacao entre os genotipos, os dados
foram transformados em logio= (controle - tratamento) e plotados em graficos de
barras. Complementarmente, os valores das atividades enzimaticas foram
correlacionados com o fator de reproducdo (FR) de M. xenoplax pela andlise de
correlacdo de Pearson, utilizando o software SAS versao 9.4 (SAS, 2016).

Quanto ao ensaio de interacdo, constatada significAncia estatistica, as médias
das variaveis foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0.05), para os fatores
genotipo e interacdo, utilizando software estatistico SAS versdo 9.4. Para as variaveis
area necrotica, escurecimento vascular e reisolamento, as médias de cada tratamento
foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0.05), utilizando o software

estatistico SAS versao 9.4 (SAS, 2016) e plotadas em gréfico de barras.

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Reacdo de genotipos de videira a Mesocriconema xenoplax

Houve grande variacdo nos niveis de resisténcia e suscetibilidade entre os

gendtipos a M. xenoplax (P<0,012), conforme Tabela 10. Quatro porta-enxertos se
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comportaram como resistentes ao nematoide-anelado, com fatores de reproducao
entre 0,08 e 0,15, a saber: 1111- 21, VR 043-43, IBCA125 e 548-44. As trés cultivares
copa, Bordd, Niagara e Chardonnay, comportaram-se como suscetiveis, assim como
0s demais porta-enxertos. Para os genotipos suscetiveis, o FR variou de 2,05 a
118,08. Os elevados valores de FR para os porta-enxertos Paulsen 1103 e IAC313

atestam para a viabilidade do inoculo e condigcbes em que o estudo foi conduzido.

Tabela 5. Populagdes finais (PF) e fatores de reproducéo (FR) de M. xenoplax, e,

reacao de gendtipos de videira ao nematoide, sob condi¢cdes de casa de vegetacao.

Gendtipo Populacéo final no solo FR Reacao?
Paulsen 1103 21.867,09 eV 21,87 e S
IAC 313 Tropical 95.500,43 b 95,50 b S
Salt Creek 20.336,10 e 20,34 e S
Gravesac 6.480,85 f 6,48 f S
VR043-43 106,98 h 0,11 h R
IBCA125 151,20 h 0,15 h R
548-44 154,24 h 0,15 h R
1111-21 84,73 h 0,08 h R
Kober 5BB 3.827,67 ¢ 383 g S
R99 2.047,36 g 2,05 g S
Harmony 2.574,05 ¢ 257 ¢ S
Bordd 56,876,84 c 56,88 c S
Chardonnay 118.077,00 a 118,08 a S
Niagara Rosada 34.386,28 d 34,39 d S

CV (%) 24,59 24,61 -

YMédias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste Scott- Knott
(p<0,05). ?Reacéo de resisténcia/ suscetibilidade, segundo Oostenbrink (1966). S: suscetivel,
R: resistente e I: imune.

Na cultivar copa Chardonnay (Vitis vinifera L.) o nematoide-anelado apresentou
o0 mais elevado fator de reproducéo (FR), reforcando a importancia da utilizacdo de
porta-enxertos resistentes a fitonematoides. Semelhantemente, entre os porta-

enxertos, IAC 313 Tropical mostrou-se 0 mais suscetivel ao nematoide-anelado.
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Quanto as variaveis listadas na Tabela 11, constatou-se interacao significativa
entre 0s genotipos e a infestacdo com M. xenoplax para a massa fresca da parte aérea
(MFPA) (P<0,0001) e de raizes (MFRA) (P<0,0001). As maiores reducdes de MFPA
foram observadas no porta-enxerto Harmony (66,7%) e na cultivar copa Chardonnay
(62,5%). O parasitismo de M. xenoplax nao interferiu na MFPA dos porta-enxertos VR
043-43, 548-44, Gravesac, IBCA-125 e Paulsen 1103.

Tabela 6. Massa fresca da parte aérea e de raizes de gendétipos de videira cultivados
em solo infestado (+N) e ndo infestado (-N) com M. xenoplax, sob condi¢cfes de casa

de vegetacéao.

MFPA (9) MFRA (g)
Genotipo
-N +N -N +N

Paulsen 1103 45,27 c¥ 41,82 c 39,87 c 38,32 b
IAC 313 Tropical 66,77 a* 50,10 b 3441 d 30,13 c
Salt Creek 67,82 a* 52,88 b 40,93 c 38,50 b
Gravesac 49,16 c 4545 c 36,00 d 33,47 c
VR043-43 59,45 b 58,95 a 4523 b 41,47 b
IBCA125 60,47 b 50,52 b 50,40 a 48,03 a
548-44 68,30 a 62,53 a 54,65 a 50,40 a
1111-21 70,55 a* 49,97 b 34,98 d* 19,13 e
Kober 5BB 59,65 b* 43,34 c 42,68 b* 19,18 e
R99 57,44 Db* 33,15 d 33,14 d 26,60 d
Harmony 39,98 d* 13,30 f 22,32 e* 15,47 e
Bordd 54,17 b* 32,02 d 39,30 c* 26,17 d
Chardonnay 45,48 c* 17,05 f 32,22 d* 16,73 e
Niagara Rosada 38,60 d* 24,96 e 22,62 e* 12,62 f
CV (%) 9,21 12,70 24,87 27,64

MFPA: massa fresca da parte aérea; MFRA: massa fresca de raizes. YMédias seguidas pela
mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os
gendtipos. Médias seguidas por (*) na linha diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando
plantas cultivadas em solo infestado (+N) ou n&o infestado (-N).

Em relacdo a MFRA, ‘Chardonnay’, ‘1111-21’ e ‘Niagara Rosada’ foram
significativamente afetadas pelo parasitismo de M. xenoplax, com reducdes de 48,1,
45,3 e 44,2%, respectivamente. Nao foram observadas diferencas entre a MFRA de
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‘Paulsen 1103’, 1AC313’, ‘Salt Creek’, ‘Gravesac’, ‘'VR 043-43’, ‘'548-44’, IBCA-125’ e
R99, comparando plantas livres de nematoides e plantas cultivadas em solo infestado.

Quanto aos teores de pigmentos fotossintéticos, foi constatada interacéo
significativa entre os fatores gendtipos e a infestacdo com M. xenoplax para clorofila
total (CFL) (P<0,0001) e carotenoides (CRT) (P<0,0001) (Tabela 12). Na presenca do
nematoide, ‘Chardonnay’ e ‘IAC 313 Tropical’ apresentaram aumento dos teores de
CRT de 30,7 e 25,0%, respectivamente. Em plantas infestadas, as maiores redugfes
dos teores CFL foram observadas em ‘Kober 5BB’ (38,3%) e ‘Harmony’ (22,5%).

Tabela 7. Teores de clorofila total e carotenoides em gendtipos de videira cultivados

em solo infestado (+N) e nao infestado (-N) com M. xenoplax.

CLF (mg/g massa fresca) CRT (mg/g massa fresca)

Genatipo
-N +N -N +N
Paulsen 1103 1,34 cY 1,28 c 0,12 c 0,12 b
IAC 313 Tropical 1,18 e* 1,39 b 0,09 d* 0,13 b
Salt Creek 1,25 d* 1,06 e 0,15 b 0,12 b
Gravesac 1,37 ¢ 1,29 c 0,14 b 0,14 a
VR043-43 1,25 d* 1,05 e 0,14 b 0,13 b
IBCA125 1,37 c* 1,13 d 0,16 b 0,16 a
548-44 132 ¢ 1,18 d 0,14 b 0,13 b
1111-21 1,38 c* 1,15 d 0,15 b* 0,11 c
Kober 5BB 1,88 a* 1,16 d 0,14 b* 0,11 c¢
R99 1,53 b* 122 ¢ 0,15 b 0,15 a
Harmony 1,38 c* 1,07 e 0,15 b* 0,11 c
Bordd 1,22 d* 1,06 e 0,14 b* 0,10 c
Chardonnay 1,20 d* 1,47 a 0,12 c* 0,16 a
Niagara Rosada 1,88 a* 153 a 0,19 a* 0,16 a
CV (%) 10,23 10,04 9,60 10,84

CLF: teores de clorofila total; CRT: teores de carotenoides. YMédias seguidas pela mesma
letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os diferentes
gendtipos. Médias seguidas por (*) na linha diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando
plantas cultivadas em solo infestado (+N) ou n&o infestado (-N).
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Por outro lado, o parasitismo do nematoide-anelado ndo afetou os teores de
CFL dos gendtipos Paulsen 1103, Gravesac e 548-44. Na presenca do nematoide,
a cultivar copa Chardonnay e o porta-enxerto IAC 313 Tropical apresentaram
aumento dos teores de CFL de 22,5 e 17,8%, respectivamente. Para os teores de
CRT, as maiores reducdes foram observadas na cultivar copa Bordd (28,6%) e no
porta-enxerto Harmony (26,7%).

Foram observadas diferencas significativas nos teores de carboidratos totais
(CHT) nos porta-enxertos 1111-21, Salt Creek, IAC 313 Tropical e Harmony e nas
cultivares copa Chardonnay e Niagara, comparando plantas sob infestacdo e néo
infestadas (Figura 8). Para estes genotipos as reducdes variaram de 14,4 a 30,7%,
na presenca de M. xenoplax, porém, a cultivar copa Chardonnay e o porta-enxerto
IAC 313 Tropical apresentaram aumento nos teores de carboidratos totais de 17,7 e
24,8%, respectivamente. Comparando o0s genotipos, o porta-enxerto VR 043-43
apresentou os maiores teores de CHT tanto em plantas cultivadas em solo infestado,
guanto naquelas mantidas livres do nematoide.

Analogo ao que foi observado para as demais variaveis de desenvolvimento,
0 porta-enxerto 1111-21 apresentou reducdo nos teores de CHT (14,4%) na
presenca de M. xenoplax, reforcando a intolerancia deste gendtipo ao referido
nematoide, nas condicdes do estudo. Os teores de CHT dos demais porta-enxertos
que se comportaram como resistentes ndo foram alterados pelo parasitismo do
nematoide-anelado. Adicionalmente, Bordd foi a Unica cultivar copa que nao teve os
teores de CHT alterados pelo parasitismo de M. xenoplax.

Na Tabela 13 estdo apresentados os coeficientes de correlacdo de Pearson,
independentemente do genadtipo, os quais permitem observar melhor o efeito negativo
de M. xenoplax sobre o desenvolvimento das plantas. O fator de reproducdo (FR)
correlacionou-se negativamente com todas as variaveis de desenvolvimento
vegetativo. Além disso, foi possivel constatar correlacdo negativa entre as variaveis
de desenvolvimento de plantas sob infestacdo e de plantas livres do patdgeno, como
por exemplo entre a massa fresca de raiz em plantas sob infestacdo e o teor de CHT
em plantas nao infestadas (r = -0,95; P = 0,0096).
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Figura 8. Teores de carboidratos totais em base seca em genoétipos de videira
cultivados em solo infestado (+N) e nao infestado (-N) com M. xenoplax. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05) comparando os genoétipos. Médias seguidas por um asterisco (*) diferem
entre si pelo teste t (p<0,05) comparando plantas em solo infestado e n&o infestado

(+N e -N). Barras verticais representam a média + o desvio padrao.

A baixa correlacdo negativa entre as variaveis FR e teor de CHT (r=-0,43;
P = 0,0073) deve-se, possivelmente, ao comportamento dos genoétipos Chardonnay e
IAC 313 Tropical, os quais apresentaram aumento dos tores de CHT quando a
populacdo do nematoide foi elevada. Isto pode ser confirmado observando os
coeficientes de correlacdo para genotipos que apresentaram diferentes FR,
apresentados na Tabela 14. Analisando estas correlacdes, observa-se que o elevado
fator de reproducéo de IAC 313 Tropical e Chardonnay resultou em forte correlacéo
negativa entre teor de CHT e massa fresca de raizes (r =-0,92 e -0,94; P = 0,0072 e
0,0490). Nestes genotipos, também foi observada correlagcdo negativa entre os teores

de clorofila e carotenoides com as massas de parte aérea e de raiz.



61

Tabela 8. Coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas de genotipos de videira cultivados em solo infestado

(+N) e néo infestado (-N) com Mesocriconema xenoplax, sob condicdes de casa de vegetacao.

Infestado (+N) N&o-infestado (-N)
AST MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT

Variavel

-0,43 -0,54 -0,70 -0,49 -0,87 -0,42

MFPA -0,71 -0,51 -0,72 -0,61 -0,23 -0,68
MFRA -0,76 -0,95 -0,63 -0,78 -0,18 -0,73
CLF -0,93 -0,45 -0,28 -0,41 -0,82 -0,43
CRT -0,79 -0,51 -0,52 -0,56 -0,64

FR - - - - -
CHT
MFPA
MFRA

CLF

CRT

YCoeficientes de correlacdo de Pearson. CorrelacGes significativas positivas (roxo) e negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo
com o coeficiente de correlagao (0,0<0,3 claro, 0,31<0,65 intermediario e 0,66<1,0 intenso). Quadrantes em branco representam correlacbes
sdo significativas. CHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total;
CRT: Carotenoides; FR: Fator de reproducdo do nematoide. Valores de P podem ser consultados em Anexos.
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Tabela 9. Coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas de quatro genoétipos de videira cultivados em solo

infestado com Mesocriconema xenoplax, sob condi¢cdes de casa de vegetacao.

IAC 313 Tropical 1111-21

Variavel

CHT MFPA  MFRA CLF CRT FR CHT MFPA  MFRA CLF CRT FR

-0,73Y -0,92

MFPA
MFRA
CLF
CRT
FR
Chardonnay Salt Creek
CHT MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT FR

CHT
MFPA
MFRA

CLF

CRT

FR

VCoeficientes de correlacdo de Pearson. CorrelacGes significativas positivas (roxo) e negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo
com o coeficiente de correlagéo (0,0<0,3 claro, 0,31<0,65 intermediario e 0,66<1,0 intenso). CHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da
parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; CRT: Carotenoides; FR: Fator de reproducdo do nematoide. Valores de P podem
ser consultados em Anexos.

0,74 -0,94
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Nas figuras 9A e 9B estdo representadas as atividades das enzimas peroxidase
(POD) e polifenoloxidase (PPO). Para as atividades destas duas enzimas foi
constatada interacéo significativa entre os genaétipos e a infestacdo com M. xenoplax
(P<0,0001). Houve diferencas significativas entre a atividade enzimatica da POD nos
porta-enxertos 1111-21, 548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-125, Kober 5BB, R99 e
VR 043-43, comparando plantas sob infestacdo e plantas livres de nematoides, onde
as maiores atividades desta enzima foram observadas na presenc¢a do nematoide. No
entanto, ndo foram observadas alteracdes na atividade desta enzima nas cultivares
copa Chardonnay, Borddé e Niagara. A maior atividade da POD em funcédo do
parasitismo de M. xenoplax foi observada no porta-enxerto VR 043-43, seguida por
IBCA-125, 548-44 e Gravesac, 0s quais apresentavam atividade basal desta enzima
na auséncia do nematoide comparativamente aos demais genotipos.

Similar a POD, também foram observadas altera¢des na atividade da PPO em
funcdo do parasitismo de M. xenoplax, onde os porta enxertos 548-44, Gravesac,
Harmony, IBCA-125, Kober 5BB, R99 e VR 043-43 apresentaram aumento da
atividade desta enzima na presenca do nematoide (Figura 9B). Nestes mesmos
genodtipos foram observadas atividades basais, ou seja, atividade em plantas nao
parasitadas pelo referido nematoide. O porta-enxerto VR 043-43 apresentou 0 maior
aumento da atividade enzimatica comparando plantas parasitadas e ndo parasitadas,
seguida pelos porta-enxertos IBCA-125 e Gravesac.

Quanto a atividade da enzima catalase (CAT), apesar da baixa atividade em
todos os gendtipos (Figura 10), também foi constata interacdo significativa entre os
fatores (P<0,0001). Entre as plantas sob infestacdo ou ndo com M. xenoplax, os porta-
enxertos, 1111-21, 548-44, Gravesac, IBCA-125, Kober 5BB, R99 e VR 043-43
apresentaram aumento a atividade da CAT em comparacdo com plantas nao
parasitadas, por outro lado, entre as cultivares copa nao foi constatado aumento da a
atividade da enzima em questdo devido ao parasitismo de M. xenoplax.
Contrariamente ao que foi observado para POD e PPO, néo foi observada atividade
basal em nenhum dos genadtipos estudados. Os maiores aumentos na atividade desta
enzima foram observados nos porta-enxertos VR 043-43, IBCA-125, 548-44 e R99.
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Figura 9. (A) Heatmap da atividade da peroxidase (POD) e (B) polifenoloxidase (PPO) em folhas de videiras inoculadas (+N) e néo
inoculadas (-N) com M. xenoplax. Variagcdes em roxo e amarelo indicam aumento ou reducédo da atividade enzimatica. Barras horizontais
representam a atividade da POD e PPO em folhas de videiras inoculadas com M. xenoplax em relacdo ao controle. O simbolo (*)
representa diferenca significativa pelo teste t (p<0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra maiuscula
nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os diferentes gendétipos.
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Figura 10. Heatmap da atividade da catalase (CAT) em folhas de videiras cultivadas
em solo infestado (+N) e ndo infestado (-N) com M. xenoplax. Variacdes em roxo e
amarelo indicam aumento ou reducéo da atividade enzimatica. Barras horizontais
representam a atividade da CAT em plantas cultivadas em solo infestado com M.
xenoplax em relacdo ao controle. O simbolo (*) representa diferenca significativa pelo
teste t (p<0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma
letra mailscula ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os

diferentes genotipos.

Alteracdes na atividade da ascorbato peroxidase (APX) foram observadas apés
a constatacdo de interacdo significativa entre os genétipos e a infestacdo com M.
xenoplax (P = 0,0144) (Figura 11). Para o fator infestacdo, aumento na atividade da
APX foi observado nos porta-enxertos 1111-21, 548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-
125, Kober 5BB, R99 e VR 043-43. Similar a atividade da POD e PPO, os porta-
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enxertos VR 043-43 e IBCA-125 apresentaram os maiores aumento da atividade em
funcdo do parasitismo de M. xenoplax. Apenas o porta-enxerto 548-44 apresentou
discreta atividade basal na auséncia do nematoide. Comparando 0s genoétipos, ndo
foi observada atividade da APX em Bord6, tanto na presenca, quanto na auséncia do

nematoide-anelado.
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Figura 11. Heatmap da atividade da ascorbato peroxidase (APX) em folhas de videiras
cultivadas em solo infestado (+N) e néo infestado (-N) com M. xenoplax. Variagées em
roxo e amarelo indicam aumento ou reducéo da atividade enzimatica. Barras verticais
representam a atividade da APX. Barras horizontais representam a atividade da POD
e PPO em folhas de videiras inoculadas com M. xenoplax em relacdo ao controle. O
simbolo (*) representa diferenca significativa pelo teste t (p<0,05) entre plantas
cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra maidscula néo diferem entre

si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os diferentes gendtipos.
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O parasitismo do nematoide-anelado resultou em alteracdes na atividade da
superéxido dismutase (SOD) (Figura 12), onde foi constatada interacao significativa
entre os fatores (P = 0,035). Pela analise dentro do fator infestacdo verificou-se
aumento da atividade em 1111-21, 548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-125, Kober
5BB, R99 e VR 043-43. Para o fator genotipo, os maiores aumentos da atividade foram
observados em VR 043-43, IBCA-125 e 548-44.

1111-21 0.30
548-44
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Harmony
IAC 313
0.00

IBCA-125

Kober 5BB U.E/min/mg de proteina
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Niagara
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0,20
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Figura 12. Heatmap da atividade da superdxido dismutase (SOD) em folhas de videiras
cultivadas em solo infestado (+N) e néo infestado (-N) com M. xenoplax. Variacoes em
roxo e amarelo indicam aumento ou reducdo da atividade enzimatica. Barras horizontais
representam a atividade da SOD em plantas cultivadas em solo infestado com M.
xenoplax em relagédo ao controle. O simbolo (*) representa diferenca significativa pelo
teste t (p<0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra
mailscula ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os diferentes

genotipos.
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Interacdo significativa entre os fatores foi constatada para a atividade da
enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) (P = 0,0218) (Figura 13). Esta enzima
mostrou-se bastante sensivel ao parasitismo de M. xenoplax, onde apenas quatro
genotipos suscetiveis (Bordd, Chardonnay, IAC313 e Niagara) ndo apresentaram
alteracdes na atividade. Os maiores aumentos de atividade foram observados em VR
043-43, IBCA-125 e 548-44.

1111-21 10,0
548-44
Bordo 7.00
Chardonnay
Gravesac 2,00
Harmony
IAC 313
IBCA-125 0,00
Kober 5BB U.E. /h/mg de proteina
Niagara HC .
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R99 Tratamento (+N) - Controle (-N)
Salt Creek
VR 043-43

5,00 10,00

U.E./h/mg de proteina

Figura 13. Heatmap da atividade da fenilalanina amoénia-liase (FAL) em folhas de
videiras cultivadas em solo infestado (+N) e nao infestado (-N) com M. xenoplax.
Variagdes em roxo e amarelo indicam aumento ou reducéo da atividade. Barras
horizontais representam a atividade em plantas cultivadas em solo infestado com M.
xenoplax em relacéo ao controle. O simbolo (*) representa diferenca significativa pelo
teste t (p<0,05) entre plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os
diferentes genatipos.
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Para a enzima B-1,3 glucanase (B-GLU) (Figura 14) também foi constatada

interacdo significativa entre os fatores (P<0,0028) e, dentro do fator infestacao,

observou-se aumento da atividade desta enzima em nove porta-enxertos (1111-21,
548-44, Gravesac, Harmony, IBCA-125, Kober 5BB, Paulsen 1103, R99 e VR 043-

43). Na auséncia de M. xenoplax, ndo foi observada atividade basal desta enzima.
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Figura 14. Heatmap da atividade da (-1,3 glucanase (B-GLU) em folhas de videiras

inoculadas (+N) e ndo inoculadas (-N) com M. xenoplax. Variagdes em roxo e amarelo

indicam aumento ou reducao da atividade enzimatica. Barras horizontais representam

a atividade em plantas cultivadas em solo infestado com M. xenoplax em relagéo ao

controle. O simbolo (*) representa diferenca significativa pelo teste t (p<0,05) entre

plantas cultivadas em +N e -N. Médias seguidas por mesma letra mailscula nao

diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os diferentes gendtipos.
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Ainda em relagao a atividade da B-GLU, as maiores atividades em funcéo do
parasitismo de M. xenoplax foram observadas nos porta-enxertos 548-44, VR 043-
43 e IBCA-125, seguidos por R99 e 1111-21, cujos valores de FR foram baixos,
variando de 0,11 e 2,05.

Pela andlise de correlacdo de Pearson (Tabela 15) foi possivel observar
correlacdo negativa entre a atividade das enzimas estudadas e o FR de M. xenoplax.
Por outro lado, correlacbes positivas foram observadas entre a atividade das
diferentes enzimas. Os coeficientes de correlagdo mais consistentes entre a atividade
enzimatica e o FR foram observados para as enzimas FAL e B-GLU (r =-0,90 e -0,82;
P = <0,0001 e <0,0001). Elevados coeficientes de correlacdo positivos foram
observados entre a atividade especifica de algumas enzimas, como por exemplo entre
a FAL e CAT (r=0,87; P =0,005) e FAL e SOD (r = 0,85; P = <0,0001).

Tabela 10. Coeficientes de correlacdo de Pearson para a atividade enzimatica e o
fator de reproducdo de Mesocriconema xenoplax em gendtipos de videira, sob

condicOes de casa de vegetacao.

Variaveis

POD PPO CAT APX SOD FAL B-GLU FR

POD
PPO
CAT
APX
SOoD
FAL

B-GLU

FR

VCoeficientes de correlacdo de Pearson. Correlaces significativas positivas (roxo) e
negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo com o coeficiente de correlagéo
(0,0=0,3 claro, 0,31<0,65 intermediario e 0,66<1,0 intenso). POD: Peroxidase; PPO:
Polifenoloxidase; CAT: Catalase; APX: Ascorbato peroxidase; SOD: Superoxido dismutase;
FAL: Fenilalanina aménia-liase; B-GLU: B-1,3-glucanase; FR: Fator de reprodugcdo do
nematoide. Valores de P podem ser consultados em Anexos.




71

Quanto a suscetibilidade dos porta-enxertos a M. xenoplax, IAC 313 Tropical,
comportou-se altamente suscetivel. Adaptado a quase todas as regides do Brasil,
devido as suas caracteristicas tropicais, vigor, enraizamento e resisténcia ao mildio e
a filoxera; o uso deste material deve ser criteriosamente planejado, pois o portifélio de
apresentacao deste genotipo o caracteriza com alta resisténcia a nematoides, sem
citar a quais espécies ou géneros (EMBRAPA, 2014). Portanto, tal informacéo deve
ser reavaliada, uma vez que essa premissa € valida apenas para o género
Meloidogyne (SOMAVILLA; 2009; SOMAVILLA et al., 2011).

As reacoes de resisténcia dos gendtipos de videira observadas neste estudo
estdo de acordo com Divers (2018), exceto para o porta-enxerto R99, o qual
comportou-se como suscetivel (FR = 2,05) comparativamente ao referido trabalho,
cujo FR foi menor que 1. De forma geral, os valores de FR aqui relatados sao
significativamente maiores do que o relatados por Kuhn (2015) e Divers (2018),
provavelmente associados a diferencas na agressividade e origem das populacdes
em ambos os estudos. Neste estudo, foi utilizada uma populacdo procedente de
vinhedos em declinio, ao contrario de ambos os estudos citados, onde foram utilizadas
populacdes procedentes de pomares de pessegueiro com sintomas de morte precoce
[Peach Tree Short Life (PTSL)]. Pinkerton et al. (2005) relataram diferencas nas
densidades populacionais e na agressividade de cinco populacdes de M. xenoplax
testados nos mesmos porta-enxertos de Vitis spp. De Ley et al. (2004) observaram
diferencas genéticas e morfoldégicas em populacdes de M. xenoplax coletadas em
duas regides do estado da California, as quais também apresentaram diferencas nas
taxas de multiplicacdo quando inoculadas nos mesmos porta-enxertos, sugerindo
variabilidade na agressividade, como relatado para Meloidogyne spp. (ANWAR, et al.
2000; SOMAVILLA, 2009).

Pinkerton et al. (2005), avaliando a reacdo de 20 gendtipos de videira ao
nematoide-anelado, entre eles Kober 5BB, R99, Gravesac, Paulsen 1103 e
Chardonnay também verificaram a suscetibilidade destes materiais. Da mesma forma,
Kuhn (2015) verificou que o gendtipo Paulsen 1103 e as cultivares copa Niagara e
Borddé comportaram-se como suscetiveis a M. xenoplax, corroborando com as
reacdes observadas no presente estudo.

Apesar de suscetiveis, o0s porta-enxertos Paulsen 1103 e Gravesac
comportaram-se como tolerantes ao nematoide-anelado, ndo apresentando reducdes

na massa fresca da parte aérea, do sistema radicular, de pigmentos fotossintéticos ou
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do teor de CHT. Na&o foram observadas reducfes do sistema radicular do porta-
enxerto Salt Creek, porém este genaotipo apresentou reducdes nos demais parametros
vegetativos e nos teores de CHT em fungdo do parasitismo de M. xenoplax.
Classificado como resistente a M. xenoplax, o porta-enxerto 1111-21, apresentou
reducdes de massa fresca de parte aérea e raiz, de pigmentos fotossintéticos e no
teor de CHT, em uma clara indicacdo de intolerancia. Além da resisténcia, é
fundamental que os gendtipos apresentem tolerancia ao nematoide em questéo.
Segundo Anwar e McKenry (2002), a tolerancia de plantas a nematoides é a
capacidade de uma planta de resistir ao parasitismo de sem perdas de crescimento
ou produtividade. Entretanto, a tolerancia € mais dificil de quantificar do que a
resisténcia, pois é improvavel que seja uma caracteristica monogénica. No presente
estudo, trés gendtipos comportaram-se como resistentes e tolerantes a M. xenoplax,
VR043- 43 548-44 e IBCA-125, tendo potencial para plantio em areas infestadas.

Pinkerton et al. (2004) e Pinkerton et al. (2005) relataram reducdes do sistema
radicular acima de 50% em cultivares copa de videira, entre elas Pinot Noir e
Chardonnay, classificadas pelos autores como altamente suscetiveis e intolerantes a
M. xenoplax. Nos referidos estudos, os porta-enxertos Paulsen 1103, Gravesac e R99
também tiveram reducdes atribuidas ao parasitismo de M. xenoplax, porém menores
(=25%). Ao contrario do que foi observado no presente estudo, os autores
classificaram Paulsen 1103 como intolerante e Kober 5BB como tolerante. Contudo,
a tolerancia do hospedeiro a um determinado nematoide pode ser afetada pelo tipo
de solo, clima, idade e condi¢des nutricionais da planta (McCKENRY; ANNWAR, 2006).
Divers (2018) relatou reacéo de resisténcia e intolerancia para os porta-enxertos R99
e VR 043-43, reforgcando a assertiva anterior quando ao comportamento dos genétipos
e a sua tolerancia ao nematoide-anelado.

As reducbes dos teores de clorofila total e carotenoides, ora observadas,
indicam que M. xenoplax interfere, indiretamente, na biossintese desses pigmentos,
provavelmente devido a espoliacédo de nutrientes durante sua alimentacao nas raizes,
principalmente carbono, o qual é componente essencial para biossintese desses
pigmentos. Por outro lado, 0 aumento dos teores de clorofila total e carotenoides pode
estar relacionado ao aumento da demanda por fotossintatos nas raizes de plantas
intensamente parasitadas, assim como ja relatado em outros patossistemas
(KOENNING; BARKER, 1994; ABRAO; MAZZAFERA, 2001), visto que, nos gendtipos

onde foi constatado aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos, também foi
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relatado elevado fator de reproducdo do nematoide. Apesar dos baixos teores de
carotenoides encontrados em todos 0s genotipos, mesmo na auséncia do nematoide,
este pigmento € essencial para a protecdo contra os danos causados pela luz e
conhecidos como pigmentos acessorios (BLANKERSHIP, 2013). Os carotenoides sdo
constituintes integrais das membranas dos tilacoides e estdo associados as proteinas
gue compdem o aparelho fotossintético (FRANK et al., 1999). A reducéo dos teores
destes pigmentos pode levar a formacgdo de oxigénio singleto (*O2), extremamente
danoso aos componentes celulares; pois sdo responsaveis por auxiliar na dissipacao
da energia luminosa absorvida pelas clorofilas durante a fotoquimica (HOHMANN-
MARRIOTT; BLAKERSHIP, 2011).

Em relacdo aos teores de clorofila total e carotenoides e considerando que a
biossintese de carboidratos no estroma dos cloroplastos esta intimamente ligada a
absorcéo de luz pelas clorofilas e carotenoides e a producéo de ATP e NADPH nos
tilacoides (BLAKERSHIP, 2013), a reducéo dos teores desses pigmentos levaria a
reducdo da taxa fotossintética e, consequentemente, dos teores de CHT nos tecidos.

O aumento dos teores de CHT em Chardonnay e IAC 313 Tropical
possivelmente estdo relacionados ao elevado parasitismo e a alta densidade
populacional de nematoides. Considerando que as raizes atuam como um 0Orgao
dreno e as folhas como fontes (HUSSEY; WILLIAMSON, 1998), a espoliacdo de
nutrientes provocada por M. xenoplax resulta em alteracbes nas interacdes fonte-
dreno, intensificando a forca do dreno. Dessa forma, a elevada populacdo do
nematoide-anelado aumentou a espoliagcdo e, consequentemente, a demanda por
carboidratos nas raizes. Para compensar esta demanda, ocorre um estimulo
semelhante aquele causado pela producdo de frutos, ou seja, o aumento da
biossintese de fotossintatos, ativado por processos de sinalizagéo e ligados aos niveis
de fotossintatos alocados nos drenos metabdlicos, neste caso, as raizes (KOCH,
1996; HAYES; DAVIES; DRY, 2007; DUNFORD, 2013). Schreiner e Pinkerton (2008)
demonstraram que o consumo de carboidratos das raizes por M. xenoplax é intenso
e influencia negativamente na colonizacao por micorrizas arbusculares, resultando em
competicao por carboidratos e amido.

As reducdes dos teores de CHT observados nos demais genotipos podem ser
resultado de um aumento no metabolismo primario em resposta as modificagdes nos
locais de alimentacdo provocadas pelo nematoide (HUSSEY; MIMS; WESTCOTT,

1992) ou possivelmente ao aumento de metabdlitos secundarios durante a ativagéo
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das respostas de defesa ao parasitismo, como foi demonstrado em Plantago
lanceolata L., onde houve um gasto consideravel de energia em funcédo dos processos
de defesa (WURST et al. 2010). Também é possivel que a alimentacdo do nematoide-
anelado tenha aumentado a respiracdo e a exsudacdo de compostos, entre eles
acucares (carboidratos), e outros metabdlitos que estimularam a atividade microbiana
na rizosfera das raizes infestadas, contribuindo para a perda de carboidratos e
resultando em alteracdo na particdo de fotossintatos, como observado por Schreiner
e Pinkerton (2008) e Wurst et al. (2010).

Schreiner, Zasada e Pinkerton (2012) relataram reducfes de até 56% do teor
de carboidratos totais nas raizes de videira, além da menor colonizacdo por
micorrizas, reducdo do teor de amido e absorcao reduzida de P e K em resposta ao
parasitismo de M. xenoplax. Adicionalmente, os autores observaram que as redugdes
dos teores de carboidratos foram maiores do que as reducdes de biomassa ou de
qualquer nutriente, sugerindo que o nematoide altera a fisiologia das plantas,
principalmente pela redugcdo das reservas de carboidratos nas raizes e troncos,
necessarias para suportar o crescimento e desenvolvimento. Os resultados deste
estudo corroboram os relatos de Schreiner, Pinkerton e Zasada (2012) em genotipos
de videira e sdo similares aos resultados de Olien et al. (1995) e Ferris et al. (2004),
0S quais demostraram que o parasitismo de M. xenoplax aumenta a suscetibilidade
de genotipos de Prunus sp. ao cancro bacteriano pela reducdo dos teores de
carboidratos. Nos referidos estudos, os autores demonstraram que o parasitismo de
M. xenoplax resultou em aumento da particdo de carboidratos da parte aérea para a
raiz e que os niveis reduzidos de CHT na parte aérea provocou maiores danos e morte
de plantas, os quais nao foram observados na auséncia do nematoide-anelado.

A constatagcdo de um aumento na atividade das enzimas nos tecidos de plantas
resistentes e/ou tolerantes, comparando com as plantas suscetiveis, em resposta ao
parasitismo de M. xenoplax, pode confirmar o envolvimento destas na regulacao das
interacOes planta-nematoide. Neste estudo, todos 0s genoétipos que se comportaram
como resistentes apresentaram aumento significativo na atividade de algumas
enzimas, em plantas parasitadas, assim como genétipos que mostraram algum grau
de tolerancia ao nematoide.

Embora a resisténcia de plantas a nematoides tenha sido desenvolvida em
varias culturas, em relacdo ao que €& conhecido sobre espécies de nematoides

endoparasitas sedentarios, relacdes de resisténcia e tolerancia entre 0s nematoides
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endoparasitas migradores ou ectoparasitas e seus hospedeiros sdo muito menos
documentadas (PENG; MOENS; 2003; HOLBIEN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 2016).
Uma possivel resposta esta no préprio habito de parasitismo desses nematoides.
Ectoparasitas migradores, como M. xenoplax, inserem o estilete entre as células
epidérmicas das raizes do hospedeiro para parasitar uma Unica célula, ou seja, o
nematoide ndo ingressa no tecido vegetal, alimentando-se externamente a raiz,
portanto, as relacdes parasiticas nesse grupo de nematoides séo consideradas pouco
especializadas (HUSSEY; MIMS; WESTCOTT, 1992). Por ndo estabelecerem uma
relacdo prolongada com seus hospedeiros, o principal mecanismo de resisténcia
contra nematoides sedentarios, ou seja, o abortamento do tecido nutridor via HR, ndo
é efetivo para M. xenoplax (LEE et al., 2017).

Quando submetidas a estresses, sejam bidticos ou abidticos, as células
vegetais respondem por meio de uma cascata de sinais, ativada por vias metabdlicas,
resultando em aumento significativo na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (027, H202, OH") (TORRES; JONES; DANGL, 2006). As EROs desempenham
um papel importante na defesa das plantas durante o ataque de patdgenos, pois seu
acumulo/detoxificacdo pode contribuir para a tolerancia ou resisténcia a agentes
estressantes (DAS et al., 2008). As EROs sédo detoxificadas por enzimas antioxidantes
como, catalase, peroxidase, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase (MITTLER,
2002). A producao e o acumulo de EROs leva a reacao de hipersensibilidade (HR)
nas células vegetais e, apesar deste mecanismo ser eficaz apenas contra espécies
de fitonematoides endoparasitas, estd associado ao inicio da resisténcia sistémica
adquirida (SAR) em tecidos distantes do sitio de alimentacdo (GOVERSE; SMANT,
2014). Adicionalmente, o aumento da atividade da CAT, POD, SOD e APX favorece o
fortalecimento celular, catalisando a lignificacdo e suberizagéo dos tecidos vegetais
numa tentativa de dificultar a insercao do estilete de fitonematoides (WUYTS et al.,
2007; DHAKSHINAMOORTHY et al., 2014).

Seguindo a mesma linha de raciocinio, as deposi¢des de lignina, um polimero
de fenol derivado do metabolismo de fenilpropandides (LIU; LUO; ZHENG, 2018),
ocorrem apo6s a formacdo do apressoério de fungos ou insercdo do estilete de
fitonematoides (LO; NICHOLSON, 2008). A composi¢cdo da lignina induzida pela
infecg@o e/ou penetracao, frequentemente difere da lignina de tecidos saudaveis e a
acumulacdo rapida de seus precursores € acompanhada por um aumento das
enzimas FAL, CAT, APX, e POD e de H202 (DZHAVAKHIYA; OZERETSKOVSKAYA,;
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ZINOVYEVA, 2007). Analisando os gendtipos que se comportaram como resistentes
el/ou tolerantes a M. xenoplax, fica pressuposto que o aumento das atividades destas
enzimas refletiu em uma maior lignificagdo dos tecidos radiculares, dificultando a
insercao do estilete e a alimentacao do referido nematoide e resultando em menor FR.
Segundo Rahaman, Zwart e Thompson (2020), a lignificacdo dos tecidos radiculares
de trigo estdo associados ao teor de compostos fendlicos e atividade de enzimas
antioxidantes em genaétipos de trigo resistentes ao nematoide-das-lesdes-radiculares
(P. thornei).

A importancia da atividade da polifenoloxidase nas interacdes planta-patégeno
deve-se a sua propriedade em oxidar compostos fenolicos em quinonas, 0s quais sdo
muito mais téxicos aos patdgenos do que o fenol original, e a sua acao protetora no
local do ferimento (CONSTABEL; BARBEHEN, 2008). Por esta razdo, admite-se que
um aumento na atividade da PPO resulta em altas concentracfes de produtos toxicos
e, portanto, maior grau de resisténcia ao hospedeiro (RAHAMAN; ZWART,
THOMPSON, 2020). No presente estudo, foi observada atividade constitutiva da PPO
em trés porta-enxertos resistentes (548-44, IBCA-125 e VR 043-43) e dois suscetiveis
(Gravesac e Harmony). Por outro lado, aumento da atividade enzimatica, induzida
pelo parasitismo de M. xenoplax, foi observado nos porta-enxertos Kober 5BB e R99,
indicando que a natureza da resisténcia difere entre 0os genotipos em constitutiva e
induzida. O parasitismo de M. xenoplax provavelmente foi afetado pelo aumento da
atividade da PFO, nos gendtipos resistentes, por meio da oxidacdo de compostos
fendlicos em quinonas, refletindo no FR e nos parametros de desenvolvimento.
Alteracbes na atividade das enzimas PPO e POD tém sido associadas como
mecanismos de defesa constitutivos e induzidos contra a infecgcdo por nematoides
(SHARMA et al., 2012; RAHAMAN; ZWART; THOMPSON, 2020). Carneiro et al.
(1998) avaliando a atividade de PPO e POD em porta enxertos de pessegueiro,
verificou que as maiores atividades dessas enzimas ocorreram, de uma forma geral
em porta-enxertos com menores fatores de reproducdo do nematoide-anelado.

Atividades constitutivas e aumento da atividade da PPO s&o relatados como
responsaveis pela inibicdo da penetracdo do nematoide-cavernicola (Radopholus
similis) em cultivares de banana. Hung e Rohde (1973) relataram aumento dos teores
de acido clorogénico, um composto fendélico oxidado pela PPO, originando quinonas;
e da atividade da PPO em raizes de tomateiro resistentes a P. penetrans, indicando

uma resposta de defesa induzida. Estudos sobre a interagdo de cultivares de
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bananeira com Pratylenchus coffeae mostraram maiores atividades das enzimas PPO
e POD nos tratamentos inoculados e n&o inoculados de cultivares resistentes, em
comparacao com cultivares suscetiveis, indicando que essas enzimas compdem as
defesas constitutivas das plantas (DEVI et al., 2007; BACKIYARANI et a., 2013).

A enzima ascorbato-peroxidase € considerada uma das peroxidases mais
importantes, pois catalisa a reducdo do H202, utilizando acido ascorbico como
substrato, reduzindo os danos por peroxidacdo lipidica e degradacdo de &cidos
nucleicos (LO; NICHOLSON, 2008). Além do H202, o anion superoxido (O27) € outra
forma de EROs formadas durante o atague de fitopatégenos. Entretanto, estas
moléculas nao sao “dismutadas” pelas enzimas APX, POD ou CAT. Esta funcao cabe
a SOD, gerando O2 e H202, sendo este ultimo, posteriormente reduzido a Oz e H20
pela APX, minimizando os efeitos toxicos as células vegetais (BAKER; ORLANDI,
1995). No presente estudo, a atividade da SOD foi significativamente maior em plantas
gue se comportaram como resistentes ou tolerantes a M. xenoplax, indicando que o
O2 formado pelo parasitismo do nematoide foi dismutado em O2 e H202 pela agéo
desta enzima. Nesta mesma linha de raciocinio, foi observado aumento da atividade
da APX nos mesmos porta-enxertos em que aumento da atividade da SOD foi
detectado, indicando que a atividade da APX estava diretamente associada a reducao
do H202 gerado pela atividade da SOD.

Ainda em relacdo as enzimas antioxidantes, tanto a catalase (CAT), assim
como APX e POD, atuam na redugéo do H202 a Oz e H20 no controle do estresse
oxidativo (MITTLER, 2002). Além disso, a CAT é a principal catalisadora da
detoxificagdo de H202 nos peroxissomos. Por outro lado, a atividade da CAT pode
sofrer regulacédo através do acido salicilico (AS), sendo inibida pelo aumento das
concentragdes do mesmo e um indicativo de resisténcia sistémica adquirida (SAR)
(CONRATH et al., 1994; RAO et al., 1997). A atividade da CAT, apesar de detectada,
foi relativamente baixa nos genoétipos resistentes, assim como nos tolerantes,
indicando que, provavelmente, esta enzima foi inibida pelo acimulo de AS nas plantas
parasitadas por M. xenoplax. O AS pode se acumular na area de penetracéo de fungos
ou insercéo do estilete de nematoides e translocar-se sistemicamente para 6érgaos da
planta ndo afetados (VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009). Este fitohorménio possui a
capacidade de se mover nos tecidos (principalmente via floema) e atuar como
eliciador, acionando os sistemas de defesa celular, com consequente aumento da

expressdo de genes que codificam PR-proteinas, modificacdes da parede celular e
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producao de fitoalexinas (VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009). Além disso, o acumulo
de AS em resposta ao ataque de patdégenos se correlaciona positivamente com a
deposicao de lignina e a resisténcia (MA et al., 2017; TANG et al., 2019).

A enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) desempenha um papel essencial na
biossintese dos fenilpropandides, lignina, fitoalexinas e acido salicilico
(MACDONALD; D’CUNHA, 2007). O AS é sintetizado pela via do acido chiquimico,
com o &cido corismico servindo como precursor e convertido a AS através de duas
vias enzimaticamente distintas, em uma delas a FAL catalisa a conversédo da L-
fenilalanina em acido trans-cinamico, que é entdo descarboxilado em acido benzoico,
seguido de duas hidroxilagdes a AS (GARCION; METRAUX, 2007). Neste sentido, o
aumento da atividade da FAL resulta no aumento da sintese de AS. Aumento da
atividade da FAL foi observado em todos os genétipos que se comportaram como
resistentes ou tolerantes ao nematoide-anelado, ao passo que, baixa atividade da
CAT foi constatada nos mesmo gendtipos, reforcando a hipétese de que houve
aumento da sintese de AS, com consequente reducdo da atividade da CAT. Ao que
tudo indica, este comportamento refletiu na reproducdo do nematoide e nos
parametros de desenvolvimento dos gendtipos resistentes e/ou tolerantes.

Entre as proteinas relacionadas a patogénese, as B-1,3 glucanases,
pertencentes a familia PR-2, sdo enzimas altamente reguladas e desempenham um
papel importante ndo apenas na defesa contra patégenos, mas também nos
processos fisioldgicos e bioquimicos das plantas (BALASUBRAMANIAN et al., 2012).
No presente estudo, aumento da atividade da B-GLU foi observado em funcdo do
parasitismo do nematoide anelado em varios gendtipos. A (3-1,3 glucana é um
importante componente da parece celular de fungos fitopatogénicos e esta distribuida
em diversos locais na planta, principalmente na parede celular, ao redor dos
plasmodesmas (ZAVALIEV et al, 2011), canais responsaveis pela conexao
citoplasmatica entre células vizinhas. No entanto, como a cuticula dos fitonematoides
carece de B-1,3 glucana, é provavel que a atividade da B-GLU, observada neste
estudo, esteja envolvida no processo de degradagéo de calose, um polimero de (3-
1,3-glucana depositado durante o inicio do parasitismo de M. xenoplax, ao redor do
local de insercdo do estilete, um indicativo de PTI [resisténcia ativada por PAMPs
(padrbes moleculares associados ao patdogeno) ou DAMPs (padrdes moleculares

associados ao dano)].
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A insercdo do estilete de M. xenoplax induz a sintese e aumenta a deposicao
de calose, formando uma espécie de cinturdo ao redor dos plasmodesmos, ao ponto
de obstrui-los e interferir na comunicacdo célula-célula em plantas de pessegueiro
(HUSSEY; MIMS; WESTCOTT, 1992). -1,3 glucanases tem a capacidade de reverter
esta deposicdo (ZAVALIEV et al, 2011), mediando a resposta da planta durante o
parasitismo de M. xenoplax, o que pode estar relacionado as maiores atividades dessa
enzima nos porta-enxertos resistentes.

O plantio de porta-enxertos resistentes € postulado como um dos meios mais
econdbmicos para manter alta produtividade de videiras em solo infestado por
nematoides (FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012). No entanto, o grau de resisténcia
e/ou tolerancia entre os porta-enxertos pode variar de acordo com as densidades
populacionais do nematoide-anelado (PINKERTON et al., 2005). McKenry (2001)
registrou reducdo de até 25% na producdo quando a populacdo de M. xenoplax
excedeu 500 nematoides/kg de solo. No presente estudo, embora ndo tenham sido
obtidos dados de producao de frutos, cabe inferir que o estresse desencadeado pelo
parasitismo de M. xenoplax comprometeria as variaveis de produtividade, visto que o
gasto de energia na sintese de compostos de defesa e o consumo de carboidratos
durante a fase de dorméncia das plantas resultaria em alteracdes na floracéo,
brotacdo, enchimento das bagas.

Além da resisténcia a fitonematoides, caracteristicas importantes na selecéo
de porta-enxertos devem ser consideradas, como a facilidade na propagacao, enxertia
compativel com diferentes cultivares copa e adaptacao a uma variedade de condi¢des
de solo (REISCH et al., 2012). Os gendétipos que se comportaram como resistentes
neste estudo, possuem estas caracteristicas, além de diferentes niveis de resisténcia
a antracnose e ao mildio. Entre estes materiais, VR 043-43 ja foi inserido no Registro
Nacional de Cultivares/MAPA, entretanto, 548-44 e IBCA-125 ainda sao genotipos
experimentais com grande potencial para uso no Sul do Brasil.

Em resumo, fontes de resisténcia a espécies do nematoide-das-galhas foram
relatadas em V. aestivalis, V. champinii, V. cinerea, V. mustangensis (sin. V.
candicans), V. rupestris e V rotundifolia e a X. index em V. arizonica, V. rufotomentosa
e V. rotundifolia (HARRIS, 1984; COUSINS; WALKER, 2003; FERRIS; ZHENG;
WALKER, 2012). O reconhecimento da importancia de V. rotundifolia, nativa do
sudeste dos Estados Unidos, como fonte de genes que conferem resisténcia a varias

pragas e doencas (OLMO, 1986) estimulou melhoristas a explorar cruzamentos
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interespecificos, utilizando esta espécie como um dos parentais. Alguns desses
cruzamentos resultaram nos porta-enxertos VR 039-16 e VR 043-43, resistentes a
X. index e tolerantes ao virus da degenerescéncia da videira (Grapevine fanleaf virus),
doenca viral transmitida por este nematoide (WALKER et al., 1989).

Os resultados observados neste estudo, comprovam que V. rotundifolia possui
fontes de resisténcia a M. xenoplax, pois todos os gendtipos que se comportaram
como resistentes possuem esta espécie como um dos parentais. Sendo assim, VR
043-43 pode ser recomendado para o plantio em &reas com historico de infestacédo
pelo nematoide-anelado, assim como, num futuro proximo, IBCA-125 e 548-44
também poderdo servir como opcao de controle deste nematoide, que além de ser
polifago e cosmopolita, vém sendo frequentemente associado a vinhedos em declinio
no Sul do Brasil. Além disso, essas duas sele¢cdes também podem ser usadas como

progenitores em programas de melhoramento de porta-enxertos visando resisténcia.

3.3.2. Estudo da interacdo entre Mesocriconema xenoplax e llyonectria

macrodidyma em gendtipos de videira

Fatores de reproducéo e populacdes finais de M. xenoplax (Mx) no solo, na
presenca ou auséncia de |. macrodidyma (Im), nos quatro genoétipos de videira
estudados estdo apresentados na Tabela 16. Para estas variaveis, foi constatada
interacdo significativa entre os genaotipos e a interagcdo nematoide/fungo (P = 0,0006).
Semelhante ao que foi observado no ensaio de reacao de gendtipos ao nematoide-
anelado, o porta-enxerto VR 043-43 se comportou como resistente ao referido
nematoide, tanto na presenca de |. macrodidyma (+N+F) (FR = 0,13), quando em seu
efeito isolado (+N-F) (FR = 0,13). Por outro lado, os FRs de M. xenoplax nos porta-
enxertos R99 e Bordd apresentaram aumento de duas a nove vezes, na presenca de
I. macrodidyma. O porta-enxerto Paulsen 1103 foi o Unico, entre 0s genotipos
suscetiveis que ndo apresentou diferenca da populacéo final e do FR de Mx em
interagéo com Im, quando comparado ao efeito isolado do nematoide em questao.

Quanto a suscetibilidade dos gendétipos ao nematoide-anelado, a cultivar copa
Bordd apresentou a maior populacéo final e, consequentemente, o maior FR de
M. xenoplax entre os materiais estudados, tanto em interacéo, quanto isoladamente.
Na auséncia de |I. macrodidyma, foi observado um FR de aproximadamente 2,5 no

porta-enxerto R99, em conformidade com o FR observado no ensaio de reacgao
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(FR = 2,05), sendo o genotipo suscetivel com 0 menor FR. Entretanto, em interacao
com |. macrodidyma, M. xenoplax foi capaz de aumentar sua populacdo em 10 vezes

neste mesmo genaotipo.

Tabela 11. Populacéo final de nematoides (PF), fator de reproducéo (FR) e tipo de
reacao de genotipos de videira infestados com M. xenoplax (+N) e inoculados (+F) ou

nao (-F) com I. macrodidyma, sob condi¢cdes de casa de vegetacéo.

PF FR
Genatipo Reacao
+N+F +N-F +N+F +N-F
Paulsen 1103 18.051,4 bY  16.672,0 b 18,1 ¢ 16,7 a S
R99 22.357,3 b* 24879 b 22,4 b* 25 ¢ S
VR043-43 1270 d 131,8 ¢ 0,13 d 0,13 d R
Bordd 82.898,4 a* 42.1353 a 82,9 a* 42,1 b S
CV (%) 28,66 28,66 25,16 25,16

YMédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05),
comparando os diferentes gendtipos. Médias seguidas por (*) na linha diferem entre si pelo teste
t (p<0,05) comparando plantas inoculadas (+F) e n&o inoculadas (-F) com |. macrodidyma
?Reacdo de resisténcia/suscetibilidade, segundo Oostenbrink (1966). S: suscetivel;
R: resistente.

Os resultados obtidos no ensaio de interagdo entre M. xenoplax e
I. macrodidyma, relativos as variaveis de desenvolvimento sdo apresentados na
Tabela 17. Foi constatada interagéo significativa entre os fatores para a massa fresca
da parte aérea (P = 0,0046), massa fresca de raiz (P = 0,0415) e teores de clorofila
total (P<0,0001) e carotenoides (P<0,0001).

Para a massa fresca da parte aérea (MFPA), foram observadas diferencas
significativas para os genoétipos Paulsen 1103, R99 e Bord6, tanto para interacao
(+N+F), quanto para o efeito isolado de cada patdgeno (+N-F e -N+F). O efeito
combinado de Mx e Im resultou em 40% de reducéo da MFPA de R99, por outro lado,
o efeito isolado de Im resultou em 28,8% e quando apenas Mx estava presente, 16,6%
de reducédo desta variavel foi observada. Nao foram observadas reducdes no porta-
enxerto VR 043-43 para a interacéo ou para o efeito isolado de cada patdogeno. No
porta enxerto Paulsen 1103, o efeito combinado de Mx e Im resultou em maiores
reducdes (40,8%) quando comparado ao efeito isolado de Mx (26,4%) ou Im (28,2%),

sendo que nédo houve diferengas nas reducgdes para os efeitos isolados.
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Tabela 12. Massa fresca da parte aérea e raizes, teores de clorofila total e carotenoides em genétipos de videira submetidos a diferentes

combinacdes de inoculacdo com M. xenoplax (+N e -N) e I. macrodidyma (+F e -F), sob condi¢cdes de casa de vegetacao.

. Massa fresca parte da aérea (g) Massa fresca das raizes (g)
Genotipo

-N-F +N+F -N+F +N-F -N-F +N+F -N+F +N-F
Paulsen 23,68 AaY 14,03 ABc 17,44 Ab 17,01 Ab 61,98 Ba 45,05 Cb 50,95 Cb 51,34 Bb
R99 21,18 Ba 12,62 Bbc 15,07 Bb 16,57 Ab 77,08 Aa 56,11 Bc 65,82 Bb 69,73 Ab
VR043-43 17,46 Bb 16,94 Aa 17,32 Aa 17,72 Aa 80,29 Aa 78,52 Aa 76,24 Aa 75,22 Aa
Bordd 22,79 Aa 12,88 Bc 17,19 Ab 13,05 Bc 52,56 Ca 38,70 Db 51,59 Ca 38,8 Cb

CV (%) 22,44 27,85 24,39 24,22 20,80 23,02 24,82 22,09
Clorofila Total (mg/g massa fresca) Carotenoides (mg/g massa fresca)

Genatipo
-N-F +N+F -N+F +N-F -N-F +N+F -N+F +N-F
Paulsen 1,61 Ca 0,74 Db 1,53 Ba 0,86 Db 0,15 Ba 0,08 Cb 0,13 Ba 0,06 Cb
R99 1,84 Ba 1,40 Bc 1,55 Bb 155 Bb 0,17 Aa 0,13 Bb 0,17 Aa 0,17 Aa
VR043-43 1,87 Ba 1,82 Aa 1,84 Aa 1,85 Aa 0,19 Aa 0,17 Aa 0,18 Aa 0,17 Aa
Bordd 2,33 Aa 0,93 Cc 1,44 Cb 1,04 Cc 0,13 Ba 0,09 Cb 0,12 Ba 0,09 Bb
CV (%) 8,01 574 9,49 5,20 16,52 15,65 17,77 9,44

Y Médias seguidas pela mesma letra maiGscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) comparando os diferentes genoétipos. Médias
seguidas por mesma letra minascula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) comparando as diferentes combinag¢des entre M. xenoplax
e |. macrodidyma.
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Na cultivar copa Bordd, as maiores reducfes para a variavel em questéo
resultaram da interacdo entre Mx e Im (43,5%) e do efeito isolado de Mx (42,7%).
llyonectria macrodidyma, isoladamente, foi responsével por 24,6% de reducdo de
MFPA nesta cultivar.

Reducdes na massa fresca de raizes (MFRA) também foram observadas pela
interacdo entre Mx e Im ou pelo efeito isolado de cada patdgeno. Similar as reducdes
de MFPA, o efeito da interacéo resultou em maior reducdo da MFRA em Paulsen 1103
(27,3%) e em R99 (27,2%), quando comparado aos demais tratamentos. Nestes
mesmos porta-enxertos, o efeito isolado de Mx resultou em 17,2 e 9,5% de reducao,
respectivamente. Por outro lado, reducdes de 17,8 e 14,6% resultaram do efeito
isolado de Im em Paulsen 1103 e R99, respectivamente. A MFRA do porta-enxerto
VR 043-43 nao foi afetada por nenhum dos patdgenos, seja em combinacdo ou
isoladamente. Na cultivar copa Bordd, ndo foram observadas reducées em funcéo do
efeito isolado de Im, quando comparado as plantas ndo infestadas e n&o inoculadas
(-N-F). As redugdes resultantes da interagéo entre Mx e Im (26,4%) néo diferiram das
redugbes em consequéncia do efeito isolado de Mx (26,8%).

Quanto aos teores de pigmentos fotossintéticos, houve reducdo tanto para
clorofila total, quanto para carotenoides. As maiores reducdes foram observadas em
funcdo da presenca dos dois patdgenos em todos 0s genoétipos suscetiveis, para
ambos os pigmentos. O efeito da interacdo entre Mx e Im resultou em 60,1% de
reducdo da CFL em ‘Bordd’, 54,0% em ‘Paulsen 1103’ e 24,0% em ‘R99’. Para
carotenoides, reducdes de 46,7, 30,8 e 23,5% foram observadas em ‘Paulsen 1103’,
‘Bordd’ e ‘R99’, respectivamente, em fungdo do parasitismo de Mx e Im. O efeito
isolado de Mx resultou em maiores redugdes de CFL e CRT em ‘Paulsen 1103’ (46,6
e 60%) e em ‘Bordd’ (55,3 e 30,76%), quando comparado as redugdes resultantes do
efeito isolado de Im (5,0 e 13,3% em ‘Paulsen 1103’ € 38,2 e 7,8% em ‘Bord®’).

Referente as varidveis associadas aos sintomas vasculares (Figura 15), foi
constatada interac&o significativa entre os fatores genotipo e interacdo Mx/Im para o
escurecimento vascular (P = 0,0014) e area necrotica (P<0,0001). Nao foi observado
escurecimento nos tecidos vasculares do porta-enxerto VR 043-43. Por outro lado, as
maiores extensodes de escurecimento vascular causadas por Im foram observadas na
cultivar copa Bordd, tanto em interacdo com Mx (151,6mm), quanto em seu efeito
isolado (102,4mm). A interagcdo Mx/Im e o efeito isolado de Im resultaram em maior
escurecimento em ‘R99’ (105,0 e 31,0mm) do que em ‘Paulsen 1103’ (50,7 e 28,2mm).
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Apensar de ter sido observado escurecimento dos tecidos em plantas onde Im
ndo foi inoculado, a extensdo do escurecimento foi minima e néo diferiu entre os
gendtipos. Comparando o0s genotipos, a extensdo do escurecimento vascular
resultante da interacao entre Im e Mx variou de 0,0 a 151,6 mm. Na auséncia de Mx,
a extensao vascular associada a Im resultou em escurecimento de 0 a 102,4mm.

Similar ao que foi observado para o escurecimento vascular, a area necrotica
observada em seccles transversais de caules (Figuras 16A, 16B e 16C) foi
significativamente maior para o efeito combinado dos dois patégenos em Bordd, R99
e Paulsen 1103. Nao foram observados pontos necroéticos no porta-enxerto VR 043-
43. Também foram observados pontos necroticos em Bordd, R99 e Paulsen 1103, em
tratamentos onde Im n&o foi inoculado. Os danos vasculares observados na cultivar
copa foram significativamente maiores, quando comparada aos demais genétipos em
todas as diferentes combinacdes de infestacdo com Mx e inoculacdo com Im.

Ao final do ensaio, foram observados sintomas de clorose e reducao
significativa do vigor, principalmente na cultivar copa e no porta-enxerto R99, sendo
tais verificacbes mais evidentes para o efeito da interacdo ente Mx e Im e em
concordancia com as reducdes observadas nas variaveis de desenvolvimento. A
mortalidade de plantas foi significativamente maior na cultivar copa Bord6, tanto para
a interacdo (50,0%) quando para o efeito isolado de Im (50,0%) ou Mx (33,3%). A
interacdo entre Im e Mx resultou em mortalidade de 50,0% das plantas do porta-
enxerto Paulsen 1103 e 33,3% de R99. Por outro lado, o efeito isolado de Im resultou
em morte de 33,3% de plantas de Paulsen 1103 e de 16,7 de R99. Quando somente
o efeito de Mx foi avaliado, observou-se 33,3 e 16,7% de mortalidade de plantas em
Bordd e Paulsen 1103, respectivamente. Nao foi observada morte de plantas no
tratamento ndo foram inoculadas com ambos os patdégenos. Apesar de nao ter sido
observado sintomas ou reisolamento de I. macrodidyma em ‘VR 043-43’, Rasera
(2005) relatou suscetibilidade deste material ao patdégeno. Entretanto, no referido
trabalho, néo foi realizado reisolamento do patdogeno em tecidos infectados para a
correta associacéo dos sintomas.

A percentagem de recuperacéo de |. macrodidyma de fragmentos (Figura 16D)
foi acima de 80% em ‘Bordd’ e ‘Paulsen’ e de aproximadamente 75% em ‘R99’ no
tratamento +N+F. As maiores percentagens de recuperacéo, quando foi estudado o
efeito isolado de Im, foram observadas nos genotipos Bordd e Paulsen 1103 (70,0%),

0s quais diferiram da recuperagao em fragmentos em ‘R99’ (49,0%).
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Figura 15. Area necrotica (A), escurecimento vascular (B), reisolamento de I. macrodidyma (C) e mortalidade (D) de plantas de videira
submetidas a diferentes combinacdes de infestagcdo com M. xenoplax (+N e -N) e inoculagdo com |. macrodidyma (+F e -F). Médias
seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) comparando os diferentes gendtipos. Médias
seguidas por mesma letra minascula nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) comparando as diferentes combinagdes entre M.

xenoplax (+N e -N) e I. macrodidyma (+F e -F). Barras verticais representam a média + o desvio padrao.
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Figura 16. Danos vasculares e recuperacdo de |. macrodidyma em fragmentos de
caules de videira. A e B) Escurecimento vascular em secgdes longitudinais; C) Area

necroética em secgdes transversais; D) Reisolamento de I. macrodidyma.

Aumento da populacao de M. xenoplax em genotipos suscetiveis foi observado
neste estudo, principalmente na cultivar copa Bordd e no porta-enxerto R99. Segundo
Back, Haydock e Jenkinson 2002, ao se alimentar das raizes, os nematoides induzem
mudancas fisiolégicas em seus hospedeiros, aumentam exsudacdo radicular, a
respiracdo e a atividade microbiana na rizosfera, pois os metabdlitos liberados séo
compostos por nutrientes para outros microrganismos. Além disso, o aumento da
concentracédo de CO:2 na rizosfera de tomate e berinjela foi considerado fator chave
para o aumento da populacdo de fitonematoides em plantas infectadas por
Verticillium spp. (MAKEEN; MOUNTAIN, 1960).

O parasitismo de M. xenoplax em videira provoca o0 escurecimento local e
rapido do sistema radicular, seguido da destruicdo dos tecidos, resultando no
atrofiamento dessas raizes, principalmente radicelas (SANTO; BOLANDER, 1977).
Andlises de ultraestrutura de tecidos apos a alimentacdo por M. xenoplax
demostraram severa destruicdo nas camadas do coértex radicular (LOWNSBERRY et

al., 1978), o que pode facilitar a penetracéo de fungos e bactérias presentes no solo.
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No presente estudo, em gendtipos onde foi observado aumento da populacdo do
nematoide-anelado em interacdo com o fungo causador do pé-preto, maiores danos
vasculares, ponderados como escurecimento vascular e area necrotica; e maior
recuperacdo de |. macrodidyma dos tecidos, também foram observados. Este
comportamento levanta a hipotese de que, ao se alimentar das raizes, M. xenoplax
favoreceu a penetracdo de |. macrodidyma que, colonizar os tecidos, promoveu
aumento da exsudacgao radicular e da concentracdo de CO2, refletindo na maior
populacdo de nematoides em R99 e Bordd. Alguns estudos tém demonstrado a
importancia da concentragdo de CO:2 na atracdo de nematoides dos géneros
Ditylenchus, Meloidogyne, Pratylenchus para seus hospedeiros (PROT, 1980;
VIGLIERCHIO, 1990; ROBINSON, 1995; BANERJEE; HALLEM, 2020).
Considerando o conceito de sinergismo proposto por Back, Haydock e
Jenkinson (2002), onde uma interacdo € considerada sinérgica quando os danos ao
hospedeiro, resultantes da interacdo entre dois agentes, excedem a soma dos danos
dos organismos individuais, uma clara indicacéo deste fenbmeno é demostrada neste
estudo, pois o efeito da interagéo entre Mx e Im excedeu a soma dos danos individuais
de cada patdgenos para os sintomas vasculares e mortalidade de plantas. Um
exemplo de interacdo sinérgica envolvendo M. xenoplax foi relatado por Nyczepir
(1983), demostrando que o parasitismo do nematoide-anelado em pessegueiro
favorece a infeccdo por Pseudomonas syringae pv. syringae, resultando em
alteracdes fisioldgicas e antecipacdo da superacao de dorméncia, predispondo as
plantas aos danos causados pelo frio. Bastante similar ao DMV, a doenca do replantio
da macieira (Apple Replant Disease) € outro exemplo que envolve o sinergismo entre
fungos (Rhizoctonia, sp., llyonectria sp.) e o nematoide-das-lesGes-radiculares (P.
penetrans), neste caso, oomicetos (Pythium sp. e Phytophthora sp.) também sao
relatados, aumento ainda mais a complexidade da doenca (MAZZOLA, 1997).
Doencas de plantas em que mais de um patdgeno esta envolvido no processo
de infeccdo sdo comumente denominadas como “complexas”, uma vez que seu
diagndstico e controle sédo mais complicados (LAMICHHANE; VENTURI, 2015), como
no caso do DMV. Tais doencas ocorrem como resultado de uma rede que envolve
uma ampla gama de interagfes, tanto bidticas quanto abidticas. Consequentemente,
nosso conhecimento sobre um possivel sinergismo entre Mx e Im, que leva ao
aumento da gravidade da doenca, ainda € limitado, visto que este € o primeiro estudo

envolvendo a interagéo desses dois agentes e seus efeitos no DMV. No entanto, o
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aumento dos danos resultantes do sinergismo entre Mx e Im foi demostrado neste
estudo e é provavel estejam envolvidos no desencadeamento do DMV a campo. Por
outro lado, estudos envolvendo outras interacdes de agentes também ser realizados,
visto que fungos dos géneros Phaeoacremonium, Botryosphaeria, Fusarium,
Verticillium e outros, também séo relatados associados ao DMV, assim como outros
géneros de fitonematoides (GARRIDO et al., 2004; GOMES; CAMPOS; COSTA,
2009; MENEZZES-NETO, 2016; DIVERS et al., 2019).

No que se refere a recuperagcdo de |. macrodidyma de fragmentos de caule
onde nao foi realizada inoculacdo, € provavel que o fungo estivesse presente em
infeccBes latentes (endofitico), como observado nos estudos de Urbez-
Torrez et al. (2014) e Gramage et al. (2018). Estes autores relataram o isolamento de
fungos causadores de DTV, entre eles llyonectria spp., em tecidos assintomaticos.
Entretanto, os resultados deste estudo sugerem que a penetracao de |I. macrodidyma
nos tecidos radiculares foi facilitada pela alimentacéo de M. xenoplax, pois 0s maiores
danos aos tecidos vasculares e reisolamentos foram observados quando o solo foi
primeiramente infestado com o referido nematoide.

Na rizosfera das plantas, existem inUmeras oportunidades para interacdes
entre patdogenos devido ao fato de ocuparem o mesmo nicho ecolégico
(LIANG et al., 2019). Enquanto o antagonismo pode ocorrer entre eles em suas
competicdes por espaco e recursos, interacdes sinérgicas também sdo possiveis de
causar maiores danos as culturas (BJORSELL; EDIN; VIKETOFT, 2017; ZHANG et
al., 2020). A interacdao entre fungos e nematoides na predisposicdo a doencas é
conhecida, embora ainda careca de informacdes. Além disso, ha grande foco nas
interacdes antagbnicas, na busca de novas estratégias de controle de doencas (YANG
et al., 2020). Entretanto, o estudo das interacdes sinérgicas € de importancia crucial
para o entendimento da patogénese do DMV e consequente desenvolvimento de

estratégias de manejo e prevencao desta sindrome.

3.4. Conclusodes

Os porta-enxertos 548-44, IBCA-125 e VR 043-43 sao resistentes e tolerantes
a M. xenoplax, enquanto os porta-enxertos Paulsen 1103 e Gravesac sdo suscetiveis

e tolerantes ao referido nematoide.
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Mesocriconema xenoplax afeta negativamente os teores de massa fresca da
parte aérea e raiz, altera os teores de pigmentos fotossintéticos e o teor de
carboidratos totais em genoétipos suscetiveis.

O aumento das atividades das enzimas FAL, CAT, SOD, POD, PPO, APX, SOD
e GLU esta associado a reacéo de resisténcia e a tolerancia dos genotipos de videira
estudados.

O efeito da interagdo entre M. xenoplax e |. macrodidyma potencializa os
sintomas em genotipos de videira suscetiveis, predispondo as plantas ao declinio.

O parasitismo de M. xenoplax favorece a infeccdo por I. macrodidyma em

genaotipos de videira suscetiveis.



4. CAPITULO Ill. Caracterizacdo da nematofauna em vinhedos em declinio
no sul do brasil, reacdo de gendtipos de Vitis sp. ao nematoide-das-
lesdes-radiculares (Pratylenchus brachyurus) e sua interagcdo com

llyonectria macrodidyma

4.1. Introducéo

Os fitonematoides sdo responsaveis por perdas significativas em diversas
espécies frutiferas e, muitas vezes, apontados como fator limitante a produtividade
(TRUDGILL; BLOK, 2001; FERRAZ; BROWN, 2002). Na vitivinicultura, ndo figuram
de forma diferente, pelo contrario, as nematoses estdo entre as principais causas de
reducdo de produtividade em vinhedos de varias regifes vitivinicolas do mundo
(PINKERTON et al.,, 1999; ZASADA et al.,, 2012) e responsaveis por perdas que
variam de 12 a 60% (TELIZ et al., 2007; SCHOLEFIELD; MORISON, 2010).

O parasitismo de fitonematoides em raizes de videira pode causar reducéo do
vigor das plantas (TELIZ et al., 2007), devido ao comprometimento do sistema
radicular (NICOL et al.,, 1999), cujos sintomas incluem desde necroses e
engrossamento nas raizes, a murchas, amarelecimento foliar e varios outros sintomas
reflexo (NAVES; 2005; ASKARY et al., 2018). Além disso, estes fitoparasitas estao
entre os fatores bidticos dos quais atribuem-se as causas da sindrome conhecida
como declinio e morte da videira (DMV) no Sul do Brasil (GOMES; CAMPOS; COSTA,
2009; CAVALCANTI et al., 2013).

De etiologia complexa, o0 DMV se tornou uma das maiores preocupacoes dos
vitivinicultores brasileiros nas Uultimas décadas, constituindo-se um fator de
desestimulo e de reducbes de investimentos no setor (MENEZES-NETTO et al.,
2016). Em levantamentos nas regides tradicionais de producdo (RS e SC) se
evidencia um complexo de causas relacionadas ao DMV que comprometem a
sustentabilidade destes cultivos viticolas (Comunicacdo Pessoal'). De acordo com
Lazzarotto, Taffarel e Monteiro (2016), o parreiral deve ter uma vida Gtil (com alta
produtividade) de no minimo 15 anos para, além de recuperar o capital investido na

instalacéo (estimado entre R$ 40 e 50 mil), apresentar viabilidade econdmica

! Informacdao fornecida por técnicos da EMATER/RS e Secretarias de Agricultura dos principais
municipios produtores de uva do Rio Grande do Sul.
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adequada. Contudo, ha relatos frequentes de produtores e técnicos (RS e SC) sobre
a morte antecipada de plantas e o declinio dos parreirais antes dos 10 anos apdés o
plantio, descapitalizando e agravando a situagdo econOmica e financeira dos
viticultores.

Pesquisas listam varios fatores abioticos como condi¢des nutricionais, falhas
na enxertia e fitotoxicidade entre as causas dessa doenca complexa (GALLOTTI,
1989; BOTTON et al., 2020). Por outro lado, em outros estudos tém sido apontado o
possivel envolvimento de fatores bidticos, incluindo fitonematoides, insetos, como a
pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis Silvestri, 1936) e a filoxera (Daktulosphaira
vitifoliae [Fitch, 1855]) e fungos causadores de doencas do tronco da videira (DTV),
como llyonectria macrodidyma (Halleen, Schroers & Crous) Chaverri & Salgado,
Cylindrocarpon Wollenw, 1913 e Phaeoacremonium Gams, Crous & Wingf (GARRIDO
et al. 2004; AROCA; RAPOSO, 2007; GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; MENEZES-
NETTO et al., 2016) no DMV. No entanto, a interacdo entre estes agentes na
predisposicdo das plantas ao declinio ainda carece de mais informagfes a fim de se
elucidar tais questoes.

A hipoétese de associacado de fungos causadores de doencas de tronco com o
DMV tem adquirido relevancia, pois acredita-se que as lesdes provocadas por
fitonematoides durante a alimentacdo atuem como aberturas para a entrada de outros
patégenos presentes no solo. Consequentemente, ao parasitar o tecido lenhoso das
raizes ou do tronco da planta, postula-se que esses parasitas desenvolvem infeccées
e podriddes severas, comprometendo a sobrevivéncia da planta (GARRIDO et al.,
2004; ALMANCA et al., 2013). Garrido et al. (2004) identificaram sete géneros de
fungos causadores de DTV em vinhedos com sintomas de declinio, sendo o género
Cylindrocarpon (teleomorfo: llyonectria), agente etioldégico do pé-preto da videira, o de
maior frequéncia. Em estudos realizados na Serra Gaucha, Santos et al. (2014a,
2014b) relataram a ocorréncia de I. macrodidyma, I. robusta (Hildebr.) Cabral & Crous
e C. pauciseptatum Schroers & Crous em plantas em declinio.

Diversas espécies de fitonematoides sdo capazes de se multiplicar e causar
doenca na cultura da videira. No Brasil, entre as espécies listadas como comuns e
importantes para os vinhedos, estdo Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919)
Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, M. arenaria (Neal, 1889)
Chitwood, 1949, Mesocriconema xenoplax (Raski, 1952) Loof & De Grisse, 1989,

X. americanum Cobb, 1913, Pratylenchus thornei Sher & Allen e P. brachyurus
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(Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941 (WALKER; STIRLING, 2008;
GOMES; CAMPOS; COSTA, 2009; ASKARY et al.,, 2018; DIVERS et al., 2019).
Porém, poucos estudos acerca da patogenicidade desses fitoparasitas foram
realizados até o momento. Recentemente, as espécies P. zeae Graham, 1951 e
P. brachyurus foram relatadas em pomares em declinio nos estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, sendo que, P. brachyurus estava presente em 100% das
amostras (SILVA et al., 2019).

No Brasil, o controle de nematoses na vitivinicultura fundamenta-se no emprego
de porta-enxertos resistentes e/ou tolerantes, especialmente aos nematoides-das-
galhas, e no plantio de mudas livres desses fitoparasitas (GOMES; SOMAVILLA,;
QUECINI, 2014), uma vez que nao ha nematicidas quimicos com registro no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (AGROFIT, 2022) e nao se tem
informacéo sobre o nivel de controle dos produtos biolégicos sobre os nematoides-
praga alvos. Entretanto, as pesquisas de selecdo de porta-enxertos resistentes ao
nematoide-das-lesdes-radiculares, além de exiguos e antigos, concentram-se,
principalmente na espécie P. vulnus Allen & Jensen, 1951 (CHITAMBAR; RASKI,
1984; PINOCHET; VERDEJO; SOLER, 1992; McKENRY; KRETSCH; ANWAR, 2001).
Além disso, ndo ha registros em literatura em relacéo a interacéo entre P. brachyurus
e fungos causadores de DTV no desenvolvimento do DMV.

Diante da problemética acima detalhada, vé-se como necessaria a realizacéo
de novos levantamentos nematoldgicos em vinhedos em declinio, a determinacao da
reacao dos principais genotipos de videira frente ao nematoide P. brachyurus e sua
interacdo com o fungo |I. macrodidyma, visto que as principais causas do DMV sao
decorrentes da acdo de patégenos presentes no solo e dificilmente controlados por
produtos quimicos.

4.2. Material e Métodos

Os estudos descritos a seguir foram realizados em parceria com a Embrapa
Uva e Vinho e com os Laboratérios de Fitopatologia e de Fisiologia Vegetal da

Embrapa Clima Temperado.
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4.2.1. Coleta, processamento, identificacédo e quantificacdo da nematofauna

em vinhedos em declinio no Rio Grande do Sul e Santa Catarina

No periodo compreendido entre janeiro e marco do ano de 2019, foram
coletadas amostras de solo e raizes de videira em vinhedos com sintomas de declinio
nos Estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina. As amostras foram obtidas a
partir de plantas sintomaticas e de plantas assintomaticas, a fim de comparar os niveis
populacionais dos nematoides.

Além das parcerias mencionadas acima, as coletas também contaram com
auxilio do grupo de pesquisa da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural
de Santa Catarina (EPAGRI), sendo cada amostra coletada e georreferenciada com
GPS (Global Position System). Foram coletadas amostras da regido da Serra Gaulcha,
nos municipios de Bento Gongalves, Farroupilha, Santa Tereza e Pinto Bandeira e na
regido da Rota dos Vinhedos de Santa Catarina, nos municipios de Videira, Tangara
e Pinheiro Preto.

As amostras de solo foram obtidas de plantas individuais com e sem sintomas
de DMV, as quais foram coletadas com o auxilio de um enxad&o, na regido de
abrangéncia das raizes, em trés pontos da projecao da copa e a uma profundidade
de 0 a 25cm da superficie. Cada amostra consistiu em 800-1000g de solo com
umidade natural e 100g de raizes. As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos e identificadas quanto ao porta-enxerto, copa, origem do material e
transportadas para o Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado para
a identificacdo da nematofauna e quantificacdo de seus niveis populacionais.

Para a extracdo dos nematoides, uma aliquota de 250cm3 de solo de cada
amostra foi processada pelo método de peneiramento e flotacdo centrifuga em
solugcdo de sacarose (JENKINS, 1964). A seguir, as amostras foram identificadas
guanto ao género, utilizando chave dicotémica (MAI; MULLIN, 1996) e quantificadas
sob microscoépio estereoscopico (Impac Tokyo), determinando-se 0 numero de
nematoides/250 cm?3 de solo. Para as raizes, uma subamostra de 10g de cada amostra
foi processada conforme Hussey e Barker (1973) e a suspensao obtida, quantificada
e identificada conforme descrito anteriormente.

Nas amostras onde foi identificada a presenca do género Pratylenchus, os

espécimes foram separados dos demais com auxilio de uma agulha histologica
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flexivel, de ponta levemente curvada e transferidos para vasos contendo 5L de solo
esterilizado contendo mudas de sorgo cv. BRS 506 para manutencéo e multiplicacao

das populacdes casa de vegetacao (25+5°C).

4.2.2. Caracterizacdo morfolégica e morfométrica das espécies de
Pratylenchus

Um isolado do nematoide-das-lesbes-radiculares de cada amostra obtida das
coletas em pomares de videira com sintomas de declinio, e multiplicadas em plantas
de sorgo em casa de vegetacao, foi utilizado para montagens temporéarias em laminas
de vidro.

As laminas temporéarias foram preparadas conforme técnica descrita por
Tihohod (1993). Apds a identificacdo das laminas/amostra, os espécimes foram
examinados e documentados em um sistema de aquisicdo de imagens, que consistiu
em uma camera de video (Leica DFC 295) acoplada ao microscoépio optico (Leica DM
1000), nas objetivas de 20X e 40X e na objetiva de imersdo de 100X, e a um
microcomputador, utilizando o software LAS Core, verséo 3.7.

A partir de 20 fémeas de Pratylenchus de cada amostra, foi obtido um conjunto
imagens de corpo inteiro e de detalhes da regido labial, estilete, es6fago, vulva e
cauda, permitindo a determinacao dos valores das 25 variaveis listadas na Tabela 18.
Quanto aos parametros morfologicos, foram avaliados o formato dos bulbos do estilete
e o formato da cauda.

Os valores de cada variavel (quantitativos) foram analisados entre as espécies
por meio de analise de componentes principais (ACP), extraindo os componentes por
meio de uma matriz de correlacdo. Primeiramente, uma ACP foi efetuada para
selecionar o niumero de componentes principais (CP) capazes de reter a maior parte
das informacdes (maior variancia). Em seguida, uma segunda ACP foi realizada para
obter os agrupamentos.As analises foram realizadas utilizando os pacotes
FactoMineR (HUSSON et al.,, 2017) e factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 2020)

disponivel no software R Studio (verséo 4.1.3) (R Development Core Team 2022).



Tabela 13. Parametros para a identificacdo de espécies de Pratylenchus.

Medidas (um)

Medida

L
JLb
AltLb
St
NLb
DbSt
AbSt

DGO

%)
\%
Oes
VB
VA
Ja
T
Proporcoes
@Lb/ AltLb

Percentagem
V%
St%L
St%0Oes
Morfologia
Bulbos St

Cauda

Comprimento total do corpo

Diametro da regido labial

Altura da regido labial

Comprimento do estilete

Numero de anéis labiais

Diametro dos bulbos basais do estilete

Altura dos bulbos basais do estilete

Distancia da abertura da glandula esofagiana dorsal aos

bulbos basais do estilete

Maior largura do corpo

Distancia do extremo anterior a vulva
Comprimento do esdfago

Diametro do corpo ao nivel da vulva
Distancia da vulva ao anus

Diametro do corpo ao nivel anal

Comprimento da cauda

Diametro / Altura da regiao labial

Comprimento do corpo / maior largura do corpo
Comprimento do corpo / comprimento do eséfago
Comprimento do corpo / comprimento da cauda

Comprimento do corpo / largura do corpo ao nivel anal

Distancia do extremo anterior a vulva x 100/ L
Comprimento do estilete x 100/L

Comprimento do estilete x 100/Comprimento do es6fago

Arredondado ou achatado

Arredondada ou truncada

95
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4.2.3. Reacao de genotipos de videira a Pratylenchus brachyurus

O ensaio referente a reagcéo de gendtipos foi realizado sob condi¢des de casa
de vegetacdo, no periodo de 18/08/2021 a 18/02/2022, nas instala¢cdes da Embrapa
Clima Temperado, Pelotas/RS (31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m de altitude).

O material vegetal utilizado foi produzido através de micropropagacao de
estacas e cultura de tecidos pelo Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Uva
e Vinho (Bento Goncalves/RS). Foram utilizadas mudas de 8 porta-enxertos, a saber:
IAC 313 Tropical, Paulsen 1103, Salt Creek, Gravesac, VR043-43, IBCA125, 548-44
e 1111-21; e duas cultivares copa: Chardonnay e Bord®.

As mudas dos diferentes genétipos foram transplantadas, individualmente, em
vasos de polietileno com capacidade de 5L, contendo solo esterilizado. Uma
populacao pura previamente identificada como P. brachyurus, procedente de vinhedos
em declinio e mantida em plantas de sorgo cv BRS 506, foi utilizada como inéculo.
Apés 20 dias do transplante, uma suspensao com 1000 espécimes (Populacgéao inicial-
Pi) de P. brachyurus, obtida conforme Coolen e D’Herde (1972), foi inoculada nas
raizes das plantas, através de orificios de quatro centimetros de profundidade, ao
redor de cada muda.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial
10x2 (10 gendtipos, inoculados ou ndo), com seis repeticdes para cada tratamento.
As plantas foram mantidas em casa de vegetacédo (25+2°C) por um periodo de 184
dias, sendo casualizadas semanalmente e monitoradas diariamente quanto a
necessidade de agua e tratamentos culturais. Para compara¢cédo dos danos causados

pelo nematoide, plantas n&o inoculadas foram mantidas sob as mesmas condic¢des.

4.2.3.1. Prospeccdo dos danos causados por Pratylenchus brachyurus

Apés 184 dias da inoculagdo (DAI), amostras de folhas foram coletadas,
pesadas e acondicionadas em freezer (-20°C) para quantificacdo do teor de
carboidratos totais. Em seguida, as plantas foram retiradas dos vasos e avaliadas
guanto ao teor de clorofila total, carotenoides, massa fresca da parte aérea e massa
fresca de raizes. Os teores de clorofila total e carotenoides foram avaliados pelo

método do dimetilsulfoxido (DMSO), descrito no proximo item.
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As raizes de cada tratamento foram coletadas e, uma subamostra de 10 g de
cada repeticédo foi utilizada para extracdo dos nematoides, conforme Hussey e Barker
(1973). Em funcé@o das caracteristicas inerentes a espécie, além da extracdo de
exemplares das raizes, o niumero de nematoides no solo também foi estimado. Para
isso, 0 solo de cada tratamento foi coletado, homogeneizado e, uma aliquota de 250
cms3 foi utilizada para extracdo pelo método de peneiramento e flotacdo centrifuga
(JENKINS, 1964). Em seguida, a contagem dos nematoides foi realizada sob
microscépio estereoscopio (Impac Tokyo), obtendo-se uma estimativa da populagéo
final (Pf) para a determinacao do fator de reproducédo (FR = Pf/Pi) (OOSTENBRINK,
1966).

4.2.3.2. Determinacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos, carboidratos

totais e matéria seca

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram avaliados pelo método do DMSO,
proposto por Wellburn (1994). Para extracdo dos pigmentos, discos foliares com
1,77cm? foram obtidos de folhas jovens e completamente expandidas de cada
repeticdo. Em seguida, uma aliquota de 7mL de solucdo de DMSO (Cz2Hes0OS),
saturada com carbonato de célcio (CaCOs), foi adicionada a tubos de ensaio
previamente identificados. Um disco foliar de cada repeticédo/tratamento foi adicionado
ao tubo correspondente e incubado em banho-maria a 65°C por 30 minutos, até que
o disco foliar estivesse completamente transparente. Durante a incubacao, os tubos
foram vedados para evitar a evaporacado da solucdo de DMSO. Apéds esse periodo, 0s
tubos foram mantidos no escuro até atingir a temperatura ambiente.

As leituras das absorbancias foram realizadas nos comprimentos de onda de
480nm, 649nm e 665nm em espectrofotometro Bel Photonics, modelo 1105 (nivel de
resolucdo de 1 a 4nm) para determinacdo dos teores de clorofila a, b, total e
carotenoides. Os teores de clorofila total e carotenoides foram expressos em mg de
clorofila ou carotenoides por grama de matéria fresca.

O teor de carboidratos totais foi determinado pelo método proposto por Yemm
e Willis (1954). Os extratos foram obtidos por meio de maceragao de 500mg de folhas
em almofariz com pistilo, com nitrogénio liquido. O macerado de cada amostra foi
transferido para tubos de centrifuga, adicionando 5mL de alcool etilico absoluto a 80%

(CH3CH20H), vedado e incubado em banho-maria a 95°C por 10 minutos. Apos a
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incubacdo, os volumes de &alcool 80% foram ajustados, seguindo para nova
centrifugacédo a 2500rpm por 5 minutos e coletando o sobrenadante ao final deste
processo.

Para a etapa de leitura, aos tubos de ensaio identificados, foi adicionada uma
aliquota de 500uL do extrato, 500uL de agua deionizada e, sob agitacdo, 5mL de
solugdo de antrona 0,4%, contendo antrona (Ci14H100) e &cido sulfurico (H2SOa4);
seguindo para incubacdo em banho-maria fervente (100°C) por 15 minutos. Apos a
incubacdo, os tubos foram submetidos ao banho de gelo, agitados em vértex e
mantidos em repouso por 10 minutos.

As leituras das absorbancias foram realizadas contra uma curva padréo,
utilizando glicose como acucar de referéncia, no comprimento de onda de 620nm, em
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV - 1601PC. O teor de carboidratos totais foi
expresso em percentagem de carboidratos em base seca.

Para a determinacdo do teor de matéria seca, capsulas de porcelana foram
secas em estufa a 60°C por 1h. Em seguida, as capsulas foram retiradas e resfriadas
em dessecador. Posteriormente, aferiu-se o peso das cépsulas e adicionou-se as
amostras, seguindo para estufa a 60°C. Decorridas 24h, as amostras foram retiradas,

transferidas para um dessecador e pesadas até atingirem massa seca constante.

4.2.4. Estudo da interacdo entre Pratylenchus brachyurus e Ilyonectria

macrodidyma em genétipos de videira

4.24.1. Instalacdo e inoculagdo com Pratylenchus brachyurus e Ilyonectria

macrodidyma

O ensaio foi realizado sob condicGes de casa de vegetacdo, no periodo de
12/10/2020 a 15/04/2022, nas instalacbes da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS
(31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m de altitude).

O material vegetal utilizado foi produzido através de micropropagacdo de
estacas e cultura de tecidos pelo Laboratoério de Cultura de Tecidos da Embrapa Uva
e Vinho (Bento Gongalves/RS). Foram utilizadas mudas de trés porta-enxertos:
Paulsen 1103, Gravesac e VR043-43; e uma cultivar copa: Niagara Rosada. A

inoculagcdo com o nematoide foi realizada conforme descrito anteriormente, utilizando
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a mesma populacdo de P. brachyurus, densidade de nematoide/planta e respeitando
0 mesmo periodo apos o transplante das mudas.

Como inoculo de |. macrodidyma, foi utilizado o isolado TD 1117, previamente
identificado (GenBank MK421588.1) e pertencente a colegdo de microrganismos do
Laboratério de Fitopatologia do IFRS-BG. Para multiplicacédo, discos de 0,5 cm de
diametro, com estruturas fungicas, foram retirados da amostra armazenada e
transferidos para placas de Petri de 8,5 cm de diametro, contendo meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA). As placas foram mantidas por 10 dias em camara de
crescimento do tipo BOD a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds esse periodo,
as placas que apresentaram crescimento micelial foram submetidas ao escuro, por 8
dias, para esporulacédo (25 £+ 2 °C).

Trinta dias apds a inoculacdo de P. brachyurus, uma suspensdo de
10*conidios/mL foi calibrada e inoculada nas plantas correspondentes aos
tratamentos, através de orificios de quatro cm de profundidade, proximo as raizes e
ao redor de cada muda de videira.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial (4x4), com seis repetices. O fator gendtipo teve quatro niveis,
representados por quatro genotipos. Ja o fator interacdo teve quatro niveis, a saber:
inoculagcdo com nematoide e com fungo (+N+F), inoculacdo com nematoide e sem
fungo (+N-F), inoculagéo com fungo e sem nematoide (-N+F) e plantas ndo inoculadas
(-N-F). Os tratamentos foram alocados e mantidos em casa de vegetacéao (25 + 2°C)
por um periodo de 185 dias, sendo casualizadas semanalmente e monitoradas

diariamente quanto a necessidade de agua e tratamentos culturais.

4.2.4.2. Avaliacdo de danos e reisolamento in vitro de llyonectria macrodidyma

Apbs 184 dias da inoculacéo (DAI), foi quantificado o numero de plantas mortas
e, em seguida, as plantas vivas foram retiradas dos vasos e avaliadas quanto ao teor
de clorofila total, carotenoides, massa fresca da parte aérea e massa fresca de raizes.
Os teores de clorofila total e carotenoides foram avaliados pelo método do
dimetilsulféxido (DMSO), descrito anteriormente.

As raizes de cada tratamento foram separadas da parte aérea, identificadas e,
avaliadas quanto a massa fresca e uma subamostra de 10 g de cada repeticéo foi

utilizada para extracdo dos nematoides, conforme Hussey e Barker (1973). Em
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seguida, a contagem dos nematoides foi realizada sob microscopio estereoscopio
(Impac Tokyo), obtendo-se uma estimativa da populacdo final (Pf) para a
determinacao do fator de reproducéo (FR = Pf/Pi) (OOSTENBRINK, 1966).

Para avaliagdo dos danos internos, os caules foram seccionados
transversalmente na extremidade basal, separando a parte aérea das raizes. As
seccOes transversais foram fotografadas com uma camera fotografica Nikon D5300 e
a area necrotica foi calculada utilizando o software de processamento de imagens
ImageJ versdo 1.53n (FERREIRA; RASBAND, 2012). Fragmentos dos caules,
padronizadas em 20 cm de comprimento de cada repeticdo foram separados, lavados
em agua corrente e submetidos a desinfestacdo externa, utilizando, na sequéncia,
alcool 70% (v/v), por 1 minuto, hipoclorito de s6dio 3% (v/v) por 1 minuto e novamente
alcool 70% (v/v) por 1 minuto (modificado de ALMANCA et al. 2013). ApGs a
desinfestacdo e em camara de fluxo laminar previamente esterilizada, foi retirada a
casca dos fragmentos e, em seguida, foram seccionados longitudinalmente para
exposicdo dos tecidos internos. No momento em que os fragmentos foram
seccionados, também foram realizadas as avalia¢cdes de sintomas de escurecimento
interno, medindo-se a extensdo do escurecimento vascular a partir da extremidade
basal, com auxilio de um paquimetro digital (Starret 727).

O reisolamento de I. macrodidyma foi realizado para confirmar se o patdgeno
foi capaz de atingir novos tecidos da planta e se os sintomas observados estavam
atribuidos a sua presenca. Para isso, fragmentos de até 1cm de comprimento foram
separados e dispostos em placas de Petri, contendo meio de cultura BDA, respeitando
o limite trés placas por repeticdo/planta e de quatro fragmentos por placa.
Posteriormente, as placas foram mantidas em camara de incubagéo tipo BOD com
temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

O crescimento do fungo foi observado por até 20 dias, sendo feita a
identificacdo por morfologia comparativa (URBEZ-TORRES et al., 2014). Apés a
confirmacéo, foi registrado o niumero de fragmentos que apresentaram crescimento
ou nédo do fungo, gerando o percentual de reisolamento, calculado a partir do nimero

de fragmentos com crescimento flingico sobre o total de fragmentos do tratamento.
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4.2.4.3. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk; a homoscedasticidade pelo teste de Hartley; e a independéncia dos residuos por
andlise gréfica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) através do teste F (P<0,05).

Para o ensaio de reacdo de gendtipos, constatada significancia estatistica, as
médias das variaveis foram comparadas entre si pelo teste de agrupamento de médias
Scott-Knott (P<0.05) para o fator gendtipo, e pelo teste exato de Fisher (teste t)
(P<0.05) para o fator inoculacao, utilizando os softwares SASM-Agri (CANTERI et al.,
2001) e SAS versdo 9.4 (SAS, 2016). Adicionalmente, a reacdo dos gendtipos foi
classificada de acordo com os valores de FR, considerando-se como resistentes,
agueles cujo nematoide apresentou FR<1,00, imunes aqueles com FR = 0 e
suscetiveis aqueles com FR>1,00 (OOSTENBRINK, 1966). Complementarmente, os
valores das diferentes variaveis foram correlacionados entre si pela andlise de
correlacdo de Pearson, utilizando o software SAS versao 9.4 (SAS, 2016).

Quanto ao ensaio de interacdo, constatada significancia estatistica, as médias
das variaveis foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0.05), para os fatores
genatipo e interacao, utilizando software estatistico SAS verséo 9.4. Para as variaveis
area necrotica, escurecimento vascular e reisolamento, as médias de cada tratamento
foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0.05), utilizando o software

estatistico SAS versao 9.4 (SAS, 2016) e plotadas em gréfico de barras.

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Nematofauna associada a vinhedos em declinio do RS e SC

No presente estudo, foram detectados fitonematoides em todos os vinhedos
amostrados, representantes de sete familias (Pratylenchidae, Trichodoridae,
Criconematidae, Tylenchidae, Longidoridae, Hemicycliophoridae e Hoplolaimidae) e
sete géneros (Helicotylenchus Steiner, 1945, Mesocriconema Andrassy, 1965,
Hemicycliophora de Man, 1921, Xiphinema Cobb, 1913, Tylenchus Bastian, 1865,
Paratrichodorus Siddigi, 1974, e Pratylenchus) (Tabela 19).
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Tabela 14. Densidades populacionais de fitonematoides detectados em vinhedos nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Géneros e nimero de nematoides/250cm? de solo

Municipio Sintoma
Helicotylenchus  Hemicycliophora Mesocriconema Paratrichodorus  Pratylenchus Tylenchus Xiphinema
Bento Sim 200,0 £ 26,57 153,3+23,1 480,00 + 20,0 113,3+5,8 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Gongalves N&o 133,3+£15,3 96,7 £5,8 110,00 £ 10,0 53,3+5,8 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
) Sim 286,7 £5,8 136,7 £5,8 166,67 £ 11,5 46,7 +5,8 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Farroupilha N&o 166,7 £ 15,3 93,3+5,8 66,67 11,5 20,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Pinto Sim 213,3+15,3 146,7 £ 5,8 126,67 £5,8 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Bandeira N&o 163,3+5,5 30,0+10,0 0,00+0,0 0,0x+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Santa Sim 170,0 £ 10,0 103,3 £ 20,8 176,67 £5,8 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Tereza N&o 113,3+20,8 46,7 +5,8 33,33+5,8 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Pinheiro Sim 203,3+15,3 0,0+0,0 90,00 + 10,0 0,0+0,0 160,0+10,0 0,0+0,0 60,0+ 0,0
Preto N&o 140,0 £ 10,0 0,0+0,0 0,00x+0,0 0,0+0,0 76,7+5,8 0,0£0,0 43,3+5,8
o Sim 236,7 £15,3 86,7 +11,6 96,67 £ 5,8 96,7 £0 5,8 153,3+ 5,8 200,0+20,0 36,7+11,5
Videtra N&o 180,0 +£ 10,0 33,3+5,8 43,33+ 15,3 76,7+5,8 56,7+5,8 0,0+0,0 0,0+0,0
Tangara Sim 316,7 £ 25,2 40,0+ 0,0 83,33+5,8 0,0+0,0 180,0+17,3 80,0+10,0 66,7+115
N&o 146, +£ 5,8 0,0+0,0 36,67 +5,8 0,0x+0,0 70,0 £10,0 0,0£0,0 30,0+0,0
Sim 100,0 85,7 100,0 57,1 42,9 28,6 28,6
Freq. (%)
N&o 100,0 71,4 71,4 57,1 42,9 0,0 0,0

YMédias * desvio padrdo
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No geral, as densidades populacionais dos nematoides em cada vinhedo
variaram de 0 a 480 no Rio Grande do Sul e de 0 a 317 para Santa Catarina,
dependendo do género. As maiores densidades populacionais dos fitonematoides
detectados foram observadas em amostras de plantas sintomaticas, tanto no Rio
Grande do Sul, quanto em Santa Catarina. O género de maior frequéncia, tanto em
plantas sintomaticas quanto em assintomaticas, foi Helicotylenchus (100,0%), seguido
por Mesocriconema (100,0% e 71,43%) e Hemicycliophora (85,47% e 71,43%). Para
0 género Pratylenchus, foi observada uma frequéncia de 42,14% em amostras de
vinhedos de Santa Catarina. Apenas os géneros Helicotylenchus, Mesocriconema e

Hemicycliophora foram detectados nos vinhedos dos dois estados (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Localizacao e distribuicdo espacial dos géneros de fitonematoides, por

municipios, em vinhedos da regido da Serra Gaucha, Rio Grande do Sul.
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Figura 18. Localizacéo e distribuicdo espacial dos géneros de fitonematoides, por
municipios, em vinhedos da regido da Rota dos Vinhedos, Santa Catarina.

Os géneros de fitonematoides detectados neste estudo também foram
relatados em levantamentos realizados por Kuhn (2015) e Divers et al., (2019) no Sul
do Brasil, entretanto, os autores também relataram a presenca dos géneros
Meloidogyne, Aphelenchus Bastian, 1865, Ogma Southern, 1914, e Trichodorus Cobb,
1913. Nos EUA, além dos géneros citados acima, Zasada et al., (2012) relataram
frequéncia de 83% para género Paratylenchus Micoletzky, 1922. Semelhantemente,
Gomes, Campos e Costa (2009) relataram a presenca de onze géneros em vinhedos
da Serra Gaucha, entre eles, Mesocriconema, com 100% de frequéncia, seguido por
Meloidogyne spp. (82%) e Tylenchus (82%).

Dentro do género Pratylenchus, duas espécies foram identificadas nos

pomares de Santa Catarina, a saber: P. brachyurus e P. zeae (Figura 19 e 20). Na
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Tabela 20 encontram-se os dados relativos as 25 variaveis resultantes das
mensuracdes diretas, propor¢cdes alométricas e percentagens, derivadas das duas
espécies identificadas. Assim como relatado em outros estudos de identificacdo de
P. brachyurus e P. zeae, os menores coeficientes de variacdo foram observados para
as variaveis V%, comprimento do estilete e largura da regido labial, confirmando a
estabilidade e a importancia destas variaveis para a identificacdo das duas espécies
em questdao (MACHADO et al. 2015; JESUS et a., 2020).

Figura 19. Pratylenchus brachyurus. A) Fémea adulta e indicagcdo da posicdo da
vulva. B) Regido anterior do corpo (regido esofagiana). C) Regido posterior do corpo
(posicdo da vulva). D) Regido labial e estilete. E) Saco pos-uterino. F) Cauda

arredondada.

Figura 20. Pratylenchus zeae. A) Fémea adulta e indicacdo da posicdo da vulva.
B) Regido anterior do corpo (regidao esofagiana). C) Regido posterior do corpo
(posicao da vulva). D) Regido labial e estilete. E) Saco pds-uterino. F) Cauda truncada



106

Tabela 15. Mensuracdes (um) e propor¢cdes de 20 fémeas dos isolados de espécies de

Pratylenchus coletadas em vinhedos com sintomas de declinio no em Santa Catarina.

Média (Minimo-Maximo)

Medidas
P. brachyurus P. zeae

L 667,4 (598,31-705,6) 622,8 (538,5-685,4)
dLb 8,8 (8,1-9,3) 8,8 (7,8-9,6)
AltLb 4,0 (3,7-4,2) 2,2 (2,1-2,5)

St 19,8 (19,4-20,3) 16,8 (15,7-17,8)
NLb 2,0 (2,0-2,0) 3,0 (3,0-3,0)
@bSt 4,9 (4,2-5,3) 5,0 (4,5-5,7)
AbSt 3,5(3,3-3,7) 2,6 (2,7-3,0)
DGO 3,0 (2,8-3,2) 3,0 (2,6-3,1)

%] 31,8 (28,6-36,7 28,9 (24,9-32,8)

\Y 591,1 (498,5-618,3) 421,1 (391,5-472,7)
Oes 75,7 (64,3-80,2) 78,4 (65,9-102,8)
VB 23,8 (20,8-29,5) 26,8 (21,7-31,2)
VA 59,1 (42,8-63,7) 137,1 (124,4-150,3)
Ja 18,2 (15,8-20,7) 15,9 (13,3-17,9)

T 33,2 (29,4-37,6) 36,8 (31,9-43,8)

Proporcoes - -
@Lb/ AltLb 2,2 (2,0-2,3) 3,7 (3,2-4,1)

a 19,5 (18,0-22,6) 21,0 (18,9-23,4)

b 9,1 (8,3-11,2) 8,4 (6,2-9,2)

Cc 19,6 (16,7-26,8) 16,8 (15,4-19,6)

c 2,0 (1,6-2,4) 2,2 (1,6-2,6)

Percentagem - -

V% 85,5 (82,5-88,0) 71,4 (69,0-72,1)
St%L 3,4 (2,3-3,7) 2,6 (2,3-2,9)
St%0es 23,3 (18,22-26,8) 21,4 (17,1-22,3)

Morfologia - -
Bulbos St Arredondados Achatados
Cauda Truncada Arredondada
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Quanto aos caracteres morfolégicos, P. brachyurus apresentou cauda em
formato truncado e bulbos do estilete arredondados. Por outro lado, a cauda de P. zeae
foi classificada como arredondada e os bulbos do estilete achatados. No presente
estudo, as variaveis em andlise tiveram seus valores médios dentro na faixa relatada,
para ambas as espécies, de acordo com as descri¢cdes originais e estudos adicionais
(GODFREY, 1929; GRAHAM, 1951; LOOF, 1960). A variabilidade intraespecifica é
apontada como um impasse para a taxonomia deste grupo, embora o género seja
facilmente reconhecido (CASTILLO; VOLVAS, 2007). Na pratica, os caracteres utilizados
para identificacdo de espécies de Pratylenchus é altamente variavel, sendo necessaria
a analise de um numero elevado de caracteres para a correta identificacao.

Conforme a andlise de componentes principais, foi observada baixa
variabilidade morfométrica intraespecifica, principalmente para a espécie P. zeae
(Figura 21). A percentagem da variancia explicada pelos dois primeiros componentes
principais (CP), gerados a partir de medidas de fémeas das duas espécies, foi
aproximadamente 91%. O primeiro componente principal (PC1) foi positivo para duas
variaveis (comprimento do estilete e V%) enquanto PC2 foi positivo para comprimento
do corpo, comprimento do estilete, V% e comprimento da cauda.

As duas espécies identificadas neste estudo foram agrupadas em grupos
diferentes, confirmando assim a identificacdo preliminar. Adicionalmente, tanto
P. brachyurus quanto P. zeae deste estudo alinharam-se aos espécimes
correspondentes, descritos em outros estudos (BONFIM et al., 2012; FLIS, et al., 2018;
SOUZA JR; ASSUNCAO, 2022). Esta analise permitiu observar correspondéncia entre
0s caracteres analisados e a classificacéo, a priori, em nivel de espécie, ratificando o
valor taxondémico das variaveis. Neste sentido, a andlise de PCA foi extremamente
importante para o entendimento das relacbes morfométricas entre as populacdes e para
confirmar a presenca das duas espécies em vinhedos com sintomas de declinio.

Os primeiros registros de fitonematoides parasitando a cultura da videira sdo
datados de 1880 (NEAL, 1889). Embora os relatos iniciais facam referéncia
exclusivamente aos nematoides-das-galhas (Meloidogyne spp.), devido ao facil
reconhecimento das galhas nas raizes parasitadas, no presente estudo foi
demostrado que mesmo em plantas assintomaticas sdo detectados fitonematoides e
a expressao dos sintomas pode estar associada ao nivel populacional, reforcando a

importancia de levantamentos e determinagéo de limiar de dano.
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Figura 21. Biplot obtido a partir de dados morfométricos de populacbes de
Pratylenchus submetidas a Andlise de Componentes Principais (ACP).
L (comprimento do corpo), St (comprimento do estilete), V% (posi¢cdo da vulva como

percentagem do corpo) e t (comprimento da cauda).

Entre os fitonematoides identificados, pelo menos trés géneros tém sido
associados a danos e perdas em polos viticolas nos Estados Unidos, Chile, Espanha
e Australia (TELIZ et al. 2007; STOREY; MALAN; HUGO, 2017; JAGDALE et al.,
2019). Nestas regibes, fitonematoides dos géneros Meloidogyne, Xiphinema e
Mesocriconema foram relatados em altos niveis populacionais e incidéncia. No
entanto, o limiar de dano para a tomada de deciséo de controle de fitonematoides
ainda é tema de discussdo. Segundo estudos das Universidades de Washington,
Idaho e Oregon (2022), o limiar depende da idade das plantas e da regido, por
exemplo, para o nematoide-anelado, o limiar varia de 50 nematoides/cm? de solo para
plantas jovens a 300 nematoides/cm? para vinhedos estabelecidos, porém esta Ultima
depende da regido e clima.

A diversidade e a abundancia de fitonematoides que se estabelecem em um
vinhedo € determinada pela populacdo presente no solo no momento do plantio e
(ZASADA et al., 2012), por este motivo, o levantamento da nematofauna é essencial
para evitar potenciais danos causados por estes patdégenos, visto que, uma vez

estabelecida, a infestacdo de solos por fitonematoides é permanente.
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Os nematoides-das-lesbes-radiculares sdo comumente encontrados em
vinhedos, embora em muitos casos ndo tenha havido tentativa de identificar esses
nematoides a nivel de espécie (QUADER; RILEY; WALKER, 2003; ZASADA et al.,
2012; JAGDALE et al., 2019). Nos estudos onde foi realizada a classificacdo de
espécies de Pratylenchus associadas a videira, poucas espécies foram identificadas e
uma minoria foi testada quanto a sua patogenicidade e ao status de hospedeiro da
cultura (FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012; PUERARI, et al., 2012; SANTOS et al.,
2019). Até os dias atuais, P. vulnus € a espécie que recebeu a maior atencdo da
pesquisa devido a sua ampla distribuicdo nos Estados Unidos, Espanha e Australia
(HOWLAND; SCHREINER; ZASADA, 2014). Além de P. vulnus, P. brachyurus e P.
zeae, as demais espécies possuem distribuicdo limitada ou estdo associadas
principalmente as coberturas de solo utilizadas nos vinhedos (ZASADA; FERRIS;
MCKENRY, 2015).

Os danos causados pelo nematoide-das-lesées-radiculares na cultura da
videira sdo altamente destrutivos devido ao seu tipo de parasitismo (endoparasita
migrador) e, uma vez que o declinio se instala, as plantas ndo respondem as préticas
culturais destinadas a recuperacédo. Raizes parasitadas apresentam pontos necroticos
de varios tamanhos, reducdo do vigor, além de baixo desenvolvimento radicular e
gueda na producdo. Alguns dos trabalhos focando danos em videira, referem-se a
espécies de clima temperado como P. vulnus, principalmente na Europa e EUA (TELIZ
et al., 2007; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012). J4 para espécies de clima
predominantemente tropical e subtropical como P. brachyurus e P. zeae, depara-se
com a escassez de estudos relacionados a sua patogenicidade em Vitis spp., bem
como a caracterizagéo do status de hospedeiro dos principais porta-enxertos utilizados
no Sul do Brasil, incluindo o estudo de Santos et al., (2019). Nesse trabalho os autores
avaliaram a resisténcia de parentais de V. vinifera e V. romani a P. brachyurus, porém,
apesar de incluidos varios parametros relacionados a herdabilidade e desenvolvimento

das plantas inoculadas, ndo foram incluidos porta-enxertos de uso corrente no Brasil.

4.3.2. Reacao de genotipos de videira a Pratylenchus brachyurus

Os dados referentes as populacdes finais e fatores de reproducdo (FR) de
P. brachyurus, e, reacdo dos genotipos estdo apresentados na Tabela 21. Para as
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duas primeiras variaveis, verificou-se interacao significativa entre os fatores genétipo
e inoculacédo (P<0,0001). Os elevados valores populacionais do nematoide (Pf) e de
FR, principalmente para o porta-enxerto Paulsen 1103, atestam para a viabilidade da
populacdo utilizada para as condicdes apropriadas, nas quais o ensaio do
desenvolvido.

Para as condicdes desse estudo, o porta-enxerto Paulsen 1103 e a cultivar
copa Chardonnay comportaram-se como altamente suscetivel (68,0>FR<183,0); e 0s
porta-enxertos IAC 313 Tropical, Salt Creek e Gravesac, além da cultivar copa Bord®,
como suscetiveis (=7,98>FR<23,06) a P. brachyurus. Quatro porta-enxertos
comportaram-se como imunes (FR=0,0), a saber: VR043-43, IBCA 125, 548-44 e
1111-21. Os demais gendtipos apresentaram variacdo nos valores de FR (8,16 a
67,98), em uma clara indicacao de suscetibilidade.

Tabela 21. Populacédo final (solo e raiz), fator de reproducdo (FR) e reacdo de

genatipos de videira a P. brachyurus, sob condi¢ces de casa de vegetacao.

Genotipo Populacéo final FR Reacéao
Paulsen 183.061,1 a¥ 183,0 a s
IAC 313 Tropical 23.060,0 c 23,1 c S
Salt Creek 8.950,0 d 90 d S
Gravesac 6.825,0 d 6,8 d S
VR043-43 0,0 e 00 e I
IBCA125 0,0 e 0,0 e I
548-44 0,0 e 0,0 e I
1111-21 0,0 e 0,0 e I
Bordd 8.163,0 d 8,2 d S
Chardonnay 67.982,0 b 68,0 b S
CV (%) 16,15 16,11 -

YUMédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott- Knott
(p<0,05) comparando os diferentes genodtipos. YReacdo de resisténcia/ suscetibilidade,
segundo Oostenbrink (1966). S: suscetivel, R: resistente e I: imune.
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Em relacdo ao desenvolvimento das plantas, os valores médios das variaveis
analisadas encontram-se na Tabela 22. Verificou-se interacdo significativa entre os
fatores para as varidveis massa fresca da parte aérea (MFPA) (P<0,0393), massa
fresca de raiz (MFRA) (P<0,0001), teor de clorofila total (P<0,0083) e teor de
carotenoides (P<0,00107). Para massa fresca da parte aérea de plantas inoculadas e
nao inoculadas com P. brachyurus, foram observadas diferencas significativas para os
gendtipos Paulsen 1103, IAC313, Salt Creek e Bordd e Chardonnay, com reducdes
entre 48,9 e 34,4% nas plantas inoculadas. Na comparagdo entre 0s genotipos,
Chardonnay, Bordd e Salt Creek apresentaram as menores massas de parte aérea,
nao diferindo, estatisticamente, de Paulsen 1103 e IAC313.

Para MFRA, a semelhanca dos resultados para parte aérea, houve expressiva
reducdo nos valores dessa variavel nos porta-enxertos Paulsen 1103, IAC313 Tropical
e Salt Creek e nas cultivares copa Bordd e Chardonnay, cuja maior interferéncia foi
observada nos dois primeiros porta-enxertos, resultando em 66,0 e 55,6% de reducéo,
guando comparado ao material ndo infectado. Por outro lado, a menor interferéncia de
P. brachyurus sobre a variavel em questao foi observada no genétipo Gravesac (2,6%
de reducdo). Comparando os diferentes materiais, em plantas infectadas, IAC313
apresentou as menores massas de raizes, porém nao diferiu estatisticamente dos
demais gendétipos classificados como suscetiveis. Ainda em relacdo ao sistema
radicular, em plantas néo inoculadas, o porta-enxerto Paulsen 1103 apresentou a maior
massa fresca de raiz e, para a mesma variavel, os menores valores foram observados
em Gravesac e Bordd. Ja nas plantas inoculadas, Paulsen 1103 se destacou com
elevado FR, diferentemente de Gravesac e Bordd que apresentaram os menores FR.

Quanto aos teores de clorofila total e carotenoides em materiais suscetiveis, ao
contrario do que foi observado para massa fresca de parte aérea e raiz, o porta-enxerto
Paulsen 1103 e a cultivar copa Chardonnay apresentaram aumento de 23,9 e 40,7% e
31,3 e 23,5% para clorofila total e carotenoides, respectivamente. Para estas variaveis,
independentemente da inoculacao, ndo foram observadas diferencas significativas para
Bordd e Gravesac. Os porta-enxertos IAC313 e Salt Creek apresentaram reducdes de
35,4 e 21,0% nos teores de clorofila total e de 18,2 e 14,2% nos teores de carotenoides.
Nos gendtipos suscetiveis, na presenca do nematoide, IAC313 e Gravesac
apresentaram 0os menores teores de clorofila total, seguidos por Chardonnay. Para
carotenoides, os menores teores foram observados em IAC313 e Gravesac, ndo

diferindo de gendtipo imune 548-44.
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Tabela 16. Massa fresca da parte aérea e raizes, teores de clorofila total e carotenoides
em genotipos de videira inoculados (+N) e nao inoculados (-N) com P. brachyurus, sob

condicdes de casa de vegetacao.

MFPA (g) MFRA (9)
Genotipo
-N +N -N +N
Paulsen 68,75 a*¥ 43,33 b 117,50 a* 40,00 b
IAC313 76,25 a* 50,00 b 62,00 c* 27,50 c
Salt Creek 67,50 a* 37,50 c 65,00 c* 36,25 ¢
Gravesac 66,25 a 66,25 a 47,50 c 46,25 b
VR043-43 65,00 a 62,50 a 86,25 b 85,00 a
IBCA125 66,25 a 65,00 a 53,75 ¢ 48,75 b
548-44 76,25 a 73,75 a 88,75 b 73,75 a
1111-21 86,25 a 80,00 a 51,25 c 50,00 b
Bordo 56,67 Db* 35,00 c 50,00 c* 30,00 c
Chardonnay 58,75 b* 30,00 c 87,50 b* 37,50 c
CV (%) 17,37 22,65 15,53 23,18
CFL (mg/g massa fresca) CRT (mg/g massa fresca)
Genaotipo
-N +N -N +N

Paulsen 0,67 d* 0,88 bY 0,11 c* 0,16 a
IAC313 0,79 c* 051 d 0,11 c* 0,09 c
Salt Creek 1,00 b* 0,79 b 0,14 b 0,12 b
Gravesac 0,70 d 0,49 d 0,10 c 0,09 c
VR043-43 1.00 b 0,96 a 0,13 b 0,12 b
IBCA125 0,97 b 0,95 a 0,15 a 0,15 a
548-44 0,63 d 0,61 c 0,11 c 0,12 b
1111-21 0,89 c 0,79 b 0,13 b 0,13 b
Bordd 1,23 a 1,04 a 0,17 a 0,17 a
Chardonnay 0,64 d* 1,08 a 0,13 b* 0,17 a
CV (%) 15,28 21,37 15,25 12,86

YMédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05) comparando os diferentes gendétipos. Médias seguidas por (*) na linha diferem entre si
pelo teste t (p<0,05) comparando plantas inoculadas (+N) e nao inoculadas (-N).
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Na figura 22 estdo representados os teores de carboidratos totais (CHT). Para
esta variavel também foi constatada interacdo significativa entre os genotipos e
inoculacdo com P. brachyurus (P<0,0075). Como observado para as variaveis de
desenvolvimento das plantas, constatou-se influéncia negativa do parasitismo de P.
brachyurus nos teores de CHT. Entre os gendtipos suscetiveis, as reducdes variaram

de 15,3 a 27,0%, sendo ‘Bordd’ o menos afetado.
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Figura 22. Teores de carboidratos totais em base seca em genétipos de videira
inoculados (+N) e n&o inoculados (-N) com P. brachyurus, sob condi¢des de casa de
vegetacdo. Médias seguidas pela mesma letra maitscula nao diferem entre si pelo
teste Scott-Knott (p<0,05) comparando os diferentes gendtipos. Médias seguidas por
um asterisco (*) ndo diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando plantas
inoculadas e ndo inoculadas (+N e -N). Barras verticais representam a média + o

desvio padréo.

Comparando os genotipos inoculados ou néo, o porta-enxerto IAC 313 Tropical
apresentou o menor teor de CHT tanto em plantas inoculadas (38,0%) como em nao
inoculadas (52,1%), embora, dentro desse mesmo genotipo o efeito negativo da

inoculacdo tenha sido significativo. Por outro lado, para os demais gendtipos
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suscetiveis (Paulsen 1103 e Chardonnay), observaram-se aumento dos teores de
CHT. A cultivar copa Chardonnay apresentou os maiores teores de CHT em plantas
inoculadas (74,4%) e o porta-enxerto Salt Creek, em plantas nao inoculadas (61,6%).
O comportamento nos teores de CHT atestam o efeito negativo do patégeno para esta
variavel, visto que ndo foram observadas alteracdes significativas nos genoétipos que
se comportaram como imunes.

A andlise de correlacdo de Pearson (Tabela 23), independente do gendtipo,
reforca o efeito negativo do parasitismo de P. brachyurus sobre as variaveis
estudadas. Em plantas inoculadas, o FR apresentou correlacdo negativa significativa
(P<0,05) com teor de CHT (r = -0,42; P = 0,013), massa fresca da parte aérea
(r=-0,70; P = 0,005), massa fresca de raiz (r = -0,88; P = 0,008), clorofila total
(r=-0,57; P = 0,036) e teor de carotenoides (r = -0,68; P <0,0001). Também foi

possivel constatar correlacdo negativa entre as variaveis de desenvolvimento entre

plantas inoculadas e nao inoculadas. Para clorofila total, por exemplo, houve forte
correlagdo negativa (r = -091; P = 0,025) com o teor de CHT, evidenciando que esta
varidvel € fortemente influenciada pela presenca do nematoide-das-lesGes-
radiculares. Por outro lado, observou-se correlacdo positiva entre as variaveis de
plantas inoculadas, como por exemplo entre a massa fresca da parte aérea e clorofila
total (r = 0,79; P = 0,025), indicando que as duas variaveis sdo, ao mesmo tempo,
influenciadas pelo parasitismo do nematoide.

Cabe destacar que a fraca correlacdo negativa entre o FR e o teor de CHT, em
plantas inoculadas, pode ter sido influenciado pelo comportamento de Paulsen 1103
e Chardonnay, os quais apresentaram os maiores valores de FR e aumento do teor
de CHT. A assertiva anterior é confirmada ao analisar as correlacdes de Pearson para
cada genotipo (Tabela 24). Analisando Paulsen 1103 e Chardonnay, observa-se que
houve forte correlacdo negativa entre o teor de CHT e a massa fresca da parte aérea
(r=-0,96 € -0,69; P =0,018 € 0,048) e de raiz (r =- 0,99 e -0,63; P = 0,004 e 0,023) e
forte correlagéo positiva, entre o teor de CHT e FR (r=0,91 e 0,95; P = 0,042 € 0,019).
Além disso, houve correlacdo negativa entre clorofila total e massa fresca da parte
aérea (r = -0,78 e -0,63; P = 0,043 e 0,016) e de raiz (r=- 0,57 e -0,96; P = 0,014 e
0,026), comportamento também observado entre as variaveis carotenoides e massa
fresca da parte aérea (r = - 0,99 e -0,50; P = 0,031 e 0,007) e de raiz (r = -0,95 e -0,76;
P =0,021 e 0,046).
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Tabela 23. Coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas de genotipos de videira inoculados (+N) e nédo-

inoculados (-N) com Pratylenchus brachyurus, sob condi¢des de casa de vegetacao.

Varigvel Inoculadas (+N) N&o-inoculadas (-N)
CHT MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT
CHT 1,00 0,42V 0,48 -0,42 -0,65 -0,77 -0,64 -0,91 -0,50
MFPA - 0,45 -0,70 -0,69 -0,69 -0,68 -0,53 -0,54
MFRA -0,88 -0,85 -0,75 -0,80 -0,36 -0,27
CLF -0,57 -0,76 -0,69 -0,48 -0,57 -0,95
CRT -0,54 -0,48 -0,30 -0,61 -0,87
FR - - - - -

CHT

MFPA

MFRA
CLF
CRT

YCoeficientes de correlacdo de Pearson. CorrelacGes significativas positivas (roxo) e negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo
com o coeficiente de correlagéo (0,0<0,3 claro, 0,31<0,65 intermediario e 0,66<1,0 intenso). Quadrantes em branco representam correlactes
sdo significativas. CHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total;
CRT: Carotenoides; FR: Fator de reproducédo do nematoide. Valores de P podem ser consultados em Anexos
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Tabela 24. Coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas de quatro genotipos de videira inoculados com

Pratylenchus brachyurus, sob condi¢cdes de casa de vegetacao.

Paulsen 1103 Gravesac

Variavel

CHT MFPA  MFRA CLF CRT FR CHT MFPA  MFRA CLF CRT FR

-0,96" -0,99

MFPA
MFRA
CLF
CRT
FR
Chardonnay Salt Creek
CHT MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT FR

CHT
MFPA
MFRA

CLF

CRT

FR

VCoeficientes de correlacdo de Pearson. CorrelacGes significativas positivas (roxo) e negativas (amarelo) variam na intensidade da cor de acordo
com o coeficiente de correlagéo (0,0<0,3 claro, 0,31<0,65 intermediario e 0,66<1,0 intenso). CHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da
parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; CRT: Carotenoides; FR: Fator de reproducdo do nematoide. Valores de P podem
ser consultados em Anexos.

-0,93
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Por outro lado, os gendtipos Gravesac e Salt Creek, demonstraram correlacao
positiva entre o teor de CHT e massa fresca da parte aérea (r = 0,72 e 0,69; P = 0,037
e 0,030) e de raiz (r = 0,66 e 0,85; P = 0,044 e 0,015) e correlagéo negativa entre teor
de CHT e FR (r=-0,99 e -0,68; P = 0,029 e 0,007). Nestes porta-enxertos, as variaveis
clorofila total e carotenoides mostraram-se altamente dependentes do fator de
reproducao pois, quando o fator de reproducéo foi elevado, os teores de clorofila e
carotenoides reduziram e, por outro lado, quando o fator de reproducédo foi menor,
houve aumento das variaveis em questao.

Puerari et al. (2012) estudando a reacdo de oito genotipos de videira a P.
brachyurus e P. zeae verificaram que todo os materiais testados foram imunes as duas
espécies. No referido estudo, todos os gendtipos eram provenientes de cruzamentos
interespecificos, frequentemente utilizados para adaptacao e a resisténcia de porta-
enxertos a doencas e pragas (COUSINS et al., 2003; FERRIS; ZHENG; WALKER,
2012). Além disso, quatro dos genotipos estudados ja possuiam conhecida resisténcia
a outros fitonematoides, como M. arenaria, M javanica, M. incognita, T. semipenetrans
e P. vulnus (McKENRY et al., 2001; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012).

Nenhum dos genotipos utilizados neste estudo possuia reacédo conhecida a P.
brachyurus. As raras informacdes disponiveis sobre estes materiais relatam a reacéo
a outros fitonematoides, principalmente do género Meloidogyne. O porta-enxerto
Paulsen 1103, por exemplo, mais utilizado no Sul do Brasil, € também suscetivel a P.
vulnus e M. arenaria, porém resistente a M. javanica e M. incognita, porém suscetivel
a M. arenaria. O porta-enxerto IAC 313 Tropical, embora tenha se comportado como
suscetivel a P. brachyurus no presente estudo, possui resisténcia a M. javanica, M.
incognita, M. arenaria e M. enterolobii. Por outro lado, a cultivar copa Chardonnay é
suscetivel a todas as espécies citadas anteriormente, além de altamente suscetivel a
M. ethiopica, uma espécie altamente agressiva a videira no Chile (CARNEIRO et al.,
2007; MAGUNACELAYA; MANCILLA; GONZALEZ-BERNAL, 2017). Similarmente,
porta-enxerto de clima temperado Salt Creek, apesar de ter se comportado como
suscetivel ao nematoide-das-lesdes-radiculares, é resistente a Xiphinema spp.,
M. incognita e M. arenaria, e imune a M. javanica e M. enterolobii. Os demais
genotipos ndo possuem reacao definida para os principais géneros de fitonematoides
(SOMAVILLA, 2011; SCHREINER et al., 2012; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012). E
importante ressaltar que a reacéo de resisténcia a nematoides do género Meloidogyne

nao necessariamente implica na resisténcia a P. brachyurus, como observado aqui,
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pois sdo nematoides com habito de parasitismo completamente diferentes e, portanto,
0S mecanismos que regulam a resisténcia também sao distintos (SAUCET et al., 2016;
VIEIRA et al., 2019).

Amplamente difundido entre os viticultores do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, devido a sua alta tolerancia a fusariose, vigor, facilidade de enraizamento e
compatibilidade na enxertia (CAMARGO, 2008), a utilizacdo do porta-enxerto para
clima temperado, Paulsen 1103, deve ser minuciosamente avaliada em areas com
histérico de fitonematoides, visto que este genoétipo apresentou fator de reproducéo
extremamente elevado a P. brachyurus, nas condi¢cdes deste estudo. Isso vale para
IAC 313, que apesar de sua alta adaptabilidade a quase todas as regides brasileiras,
alto enraizamento e alta resisténcia ao mildio e a filoxera (CAMARGO, 2008), mostrou-
se altamente suscetivel ao nematoide, reforcando a importancia deste estudo e da
realizacdo de levantamentos nematoldgicos antes da escolha do porta-enxerto. A
suscetibilidade das cultivares copa Chardonnay e Bordd reforca a importancia do uso
de porta-enxertos resistentes a fitonematoides como estratégia de controle
(HERNANDEZ; MARTINS; JUNIOR, 2011).

O maior sistema radicular em Paulsen 1103 do que em Gravesac e Bordo,
provavelmente, disponibilizou maior nimero de sitios de infeccdo para P. brachyurus
e, consequentemente, maior multiplicacdo do nematoide, refletindo nos valores de FR.
Por outro lado, com um sistema radicular menor, Gravesac e Bordd, apesar de
suscetiveis, apresentaram menor FR. Este comportamento ja foi observado para
outras culturas, onde um maior sistema radicular favoreceu a reproducdo de
fitonematoides (GOULART, 1997).

Apensar da falta de informacdes sobre o impacto de P. brachyurus no
desenvolvimento da videira, alguns estudos citam o impacto de outras espécies de
Pratylenchus na cultura, como P. vulnus, P. thornei, e P. scribneri. Segundo Teliz et
al. (2007), Howland; Schreiner; Zasada (2014) e Bucki et al. (2020), videiras jovens,
guando infectadas, sdo incapazes de desenvolver sistema radicular, reprimindo a
formacéo e estabelecimento das plantas, levando a morte. Por outro lado, plantas
adultas apresentam massa e volume do sistema radicular reduzido, principalmente
das radicelas, refletindo na produtividade.

As reducdes, ora observadas, podem ser atribuidas a alimentacédo e
movimentacdo do nematoide nas raizes de plantas suscetiveis. Pratylenchus

brachyurus ndo estabelece um sitio permanente de alimentacéo, como observado nos
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endoparasitas sedentarios, mas absorve o0 contelddo citoplasmatico das células,
geralmente do cortex, através da insercdo do estilete e um processo de digestao
enzimatica (TOWNSHEND; STOBBS; CARTER, 1989). A medida que o nematoide se
alimenta, aumenta de tamanho e avanca para células sadias, causando destruicédo e
favorecendo a colonizacdo de fungos e bactérias. Entretanto, quando estas n&o
oferecem condicdes favoraveis, abandona-as e migra para o solo em busca de novas
raizes (KOEN, 1967). Todo esse processo € responsavel por desencadear alteracdes
fisioldgicas na planta, incluindo respiracéo, fotossintese, absor¢éo e translocacao de
agua e nutrientes, equilibrio hormonal e balanco das relacdes fonte-dreno, refletindo
no crescimento e desenvolvimento (DROPKIN, 1980; HUSSEY; WILLIAMSON, 1998;
ASMUS; FERRAZ, 2001).

Além de alterar a fisiologia das plantas, o nematoide-das-lesGes-radiculares
consome nutrientes utilizados pelo hospedeiro e, em alguns casos, afeta a particao
de fotossintatos. Populacbes de fitonematoides com alta capacidade reprodutiva
requerem quantidades consideraveis de nutrientes (energia) para a producao de ovos
e competem com o hospedeiro pelo “pool” de nutrientes nas raizes (HUSSEY;
WILLIAMSON, 1998). Os resultados observados em Paulsen 1103 sdo um exemplo
da assertiva acima, no qual variaveis de desenvolvimento foram alteradas,
principalmente a massa fresca da raiz, cuja reducao observada no presente estudo foi
drastica Devido a capacidade destrutiva, provavelmente P. brachyurus impactou
diretamente na quantidade e qualidade dos nutrientes e na agua disponivel e
translocada para a parte aérea, resultando em reducdo de massa nos genotipos
suscetiveis.

As alteragdes nos teores de CHT em plantas infectadas com nematoides
podem estar relacionadas as interacdes fonte-dreno, com as raizes infectadas
representando o dreno (McCLURE, 1977; HUSSEY; WILLIAMSON, 1998).
Dependendo da forca do dreno (niUmero de sitios de alimentacdo do nematoide nas
raizes e populacdo do nematoide), uma maior demanda energética pode induzir o
aumento de agucares (carboidratos) nas folhas (fonte), via fotossintese e hidrélise do
amido, com posterior transporte para as raizes (ANWAR; VAN GUNDY, 1989). Além
disso, 0 aumento da taxa fotossintética resulta em aumento da translocacdo de
carboidratos a partir da fonte para o dreno. Este dreno significaria um desvio de
carboidratos atribuido ao crescimento das plantas para o nematoide (KOCH, 1996;
HAYES; DAVIES; DRY, 2007; DUNFORD, 2013), provavelmente relacionado as
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reducdes de massa em plantas infectadas, conforme observado aqui para os
genotipos Paulsen 1103 e Chardonnay.

Em uma planta sadia, o aumento dos teores de clorofila e carotenoides esta
normalmente relacionado ao desenvolvimento vegetativo, ou seja, aumento de massa,
pois estes pigmentos sdo responsaveis pela absorcdo da luz e ativacdo da
fotossintese (KEBEISH et al., 2007; BUCHANAN; LORIMER; WOLSIUK, 2013).
Durante a fotossintese, a planta utiliza energia solar para oxidar a &gua,
consequentemente liberando oxigénio, e para reduzir o diéxido de carbono, tendo
como produto compostos carbonados, principalmente carboidratos, que serdo
translocados para tecidos dreno (EBERHARD; FINAZZI; WOLLMAN, 2008;
BLANKENSHIP, 2013). Entretanto, como observado neste estudo, o aumento dos
teores de clorofila e carotenoides resultaram em menor massa fresca de parte aérea
e raiz, apenas onde o FR foi elevado, sugerindo que a alta populacdo de nematoides
nas raizes alteraram a demanda por carboidratos, a intensidade e a atividade do dreno
(raiz) em mobilizar fotossintatos em seu beneficio. Este comportamento € explicado
pelos processos de sinalizacdo e biossintese de carboidratos, os quais estdo
invariavelmente ligados aos niveis alocados em cada compartimento metabdlico
(dreno) (DUNFORD, 2013; GRIFFITHS; PAUL; FOYER, 2016). Assim, os carboidratos
nao apenas fornecem os esqueletos de carbono para o crescimento e biossintese de
polissacarideos (SMITH; STITT, 2007), mas constituem uma forma de comunicacao
para modulacdo da particdo do carbono entre fontes e drenos (DUNFORD, 2013),
agui possivelmente sob interferéncia do nematoide.

Diferente do que foi observado nos porta-enxertos com elevadas taxas de
reproducao de P. brachyurus, os genoétipos Gravesac, Salt Creek, Bord6 e IAC 313
Tropical apresentaram reducdo nas varidveis de desenvolvimento, inclusive nos
teores de CHT. Nestes genétipos, os carboidratos produzidos pelas folhas,
aparentemente, foram utilizados pela planta em uma tentativa de buscar o equilibrio
fisiologico e suprir a espoliagcdo pelo nematoide nas raizes, como observado por
Mcintyre, Bush e Argueso (2021), em outro patossistema. Além disso, a energia da
planta pode ter sido drenada para o parasita, reduzindo os teores de CHT e impedindo
a compensacéo da demanda energética (BARON; FLEXAS; DELUCIA, 2012). Outro
fator a se observar € que o parasitismo de P. brachyurus nas raizes possivelmente
resultou em “perda de carboidratos”, devido ao aumento da respiragao e exsudagao

pelas raizes danificadas e aumento da competicdo por fotossintatos translocados,
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resultando num processo descoordenado de alocacédo e particdo (KAPLAN et al.,
2011; CABELLO et al., 2014).

Embora ndo tenham sido obtidos dados sobre a producgéo de frutos, parece
adequado extrapolar que o estresse ocasionado pelo nematoide ndao poderia ser
compensado apenas pelo aumento dos teores de CHT nos gendtipos com altas
populacdes, pois houve reducdo de outras variaveis de desenvolvimento,
comprometendo, principalmente, o sistema radicular. Além disso, o consumo de
carboidratos pelo nematoide comprometeria 0 seu acumulo durante a fase de
dorméncia das plantas, resultando em alterac6es nos mecanismos de resisténcia ao
frio, na brotacao, floracdo e enchimento das bagas, visto que, os carboidratos sdo a
principal fonte de energia para as alteragdes metabdlicas durante a fase de dorméncia
e fases subsequentes (SHERSON et al., 2003).

De uma forma geral, a alta capacidade de disseminacdo, a ampla gama de
hospedeiros de espécies de Pratylenchus e as restricbes quanto ao custo e
ineficiéncia dos nematicidas quimicos, além de sua falta de registro para uso em
videira no Brasil (AGROFIT, 2022), ttm ampliado a importancia do desenvolvimento
de gendtipos resistentes como medida de controle (THOMPSON, 1999; LINSELL,
2014). Dessa forma, o emprego desses materiais seria ideal para 0 manejo, uma vez
que é eficiente na reducdo da populacdo, bem como ndo aumenta o0s custos de
producdo. Entretanto, além da escassez de informacdes na literatura, poucos
materiais com niveis moderados de resisténcia estao disponiveis para os produtores.

Embora acessos de Vitis sp. imunes ou resistentes a nematoides endoparasitas
sedentarios sejam encontrados, a resisténcia aos nematoides endoparasitas
migradores e ectoparasitas € detectada com menos frequéncia (SCHREINER;
ZASADA; PINKERTON, 2012). Além disso, a resisténcia de plantas a nematoides é
mais eficaz contra as espécies e géneros mais especializados, os endoparasitas
sedentarios do que para os migradores, devido a sua intima relacdo com o hospedeiro
(HOLBIEN; GRUNDLER; SIDDIQUE, 2016).

Atualmente, algumas fontes de resisténcia sdo encontradas, apesar de ainda
carecerem de informacdes quanto ao mecanismo relacionado a esta reagcédo (PENG;
MOENS; 2003; FERRIS; ZHENG; WALKER, 2012). Em algumas espécies, a reagcao
resisténcia ou a tolerancia a Pratylenchus sp. esta associada a reducéo da motilidade
e reproducdo do nematoide apos a infeccdo (DROPKIN, 1980; SUJATHA; MEHTA,
1998; PENG; MOENS, 2003). Em programas de melhoramento genético tém-se
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recorrido aos cruzamentos interespecificos, utilizados para introduzir os genes de
interesse, que geralmente estdo associados a resisténcia a doencas, e que Sao
encontrados em espécies selvagens de origem americana, asiatica ou hibridos entre
elas. ApGs a introducdo do gene, o retrocruzamento é realizado como forma de
reintroduzir as caracteristicas comerciais de V. vinifera (MOREIRA et al. 2011; DANGL
et al. 2015; VIANA et al. 2016).

As espécies americanas, V. riparia e V. rupestris, sdo frequentemente utilizadas
como parentais em cruzamentos que buscam a resisténcia a fitonematoides (FERRIS;
ZHENG; WALKER, 2012). Este género estd subdividido em dois subgéneros:
Muscadinia Planch (2n = 40) e Euvitis Planch (2n = 38), cujas espécies estao
agrupadas de acordo com morfologia e a origem geografica. O subgénero Muscadinia
€ nativo do Sudeste dos Estados Unidos e México e possui trés espécies conhecidas,
V. rotundifolia Michaux, V. munsoniana Simpson e V. popenoi Fennell (GALET, 1998),
destacando a primeira como a mais importante. Os hibridos entre Muscadinia e
Euvitis, em geral, ndo sao férteis, devido as diferencas cromossémicas. Entretanto, o
sucesso obtido pela hibridacdo entre Muscadinia e inimeras espécies de Vitis, torna
este subgénero uma importante fonte de genes de resisténcia a fitonematoides
(SANTOS et al.,, 2019). Neste ponto, cabe ressaltar que, no presente estudo, 0s
genotipos que apresentaram reacdo de imunidade a P. brachyurus sdo resultado de
cruzamentos onde pelo menos um dos parentais € V. rotundifolia, reforcando a
importancia desse material como fonte de resisténcia. Alguns porta-enxertos
resultantes de cruzamentos entre 0s materiais descritos anteriormente estdo
disponiveis para os Vviticultores, embora apresentem variacgdo no grau de
resisténcia/tolerancia a diferentes fitonematoides (SCHREINER; ZASADA;
PINKERTON, 2012). Diante disso, é de grande importancia que estes materiais sejam
avaliados em condi¢cdes campo quanto a sua reacdo ao nematoide-das-lesées nas
areas onde o referido nematoide ocorre.

Os genotipos que se mostraram imunes a P. brachyurus neste estudo possuem
caracteristicas agronémicas desejaveis para os viticultores, como por exemplo, o
porta-enxerto VR043-43, que possui como caracteristicas o aumento do vigor da copa,
atraso na maturacao e resisténcia moderada a antracnose e ao mildio. Os demais
genotipos, apesar de ainda néo inseridos no Registro Nacional de Cultivares/MAPA,
apresentam boa adaptabilidade a regido Sul do Brasil, compatibilidade na enxertia e

aumento do vigor da copa. Estes materiais, em breve, podem servir como op¢éo de
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uso em areas infestadas por P.brachyurus, que além de estar amplamente
disseminado e ser patogénico a varias culturas (MACHADO; INOMOTO, 2001,
NORONHA et al., 2017), vém sendo associado a vinhedos em declinio (DIVERS et
al., 2019; SILVA et al., 2019).

Um dos desafios atuais da nematologia € a obtencdo de materiais resistentes
a nematoides migradores e, a0 mesmo tempo, a obtencéo de altas produtividades.
Entretanto, o habito de parasitismo, a polifagia e a baixa especializa¢cdo do nematoide
sdo vistos como obstaculos para incorporacao da resisténcia em genaotipos de videira
(GOULART, 2008; PUERARI et al., 2012). Dessa forma, a hibridizacéo interespecifica
pode ser uma estratégia para contornar este problema, visto que, espécies silvestres,
podem conter genes que conferem resisténcia genética a P. brachyurus nao
encontrados em espécies cultivadas (SCHUCK et al., 2011; SANTOS et al., 2019).

4.3.3. Estudo da interacdo entre Pratylenchus brachyurus e Ilyonectria
macrodidyma em genétipos de videira

De acordo com as andlises estatisticas realizadas para esse estudo houve
interacdo significativa entre os fatores gendtipo e interagdo nematoide/fungo
(P<0,0001) para reproducao e populagdes finais de P. brachyurus (Pb) na presenca
ou auséncia de |. macrodidyma (Im), conforme a Tabela 25. Andlogo ao ensaio de
reacdo a P. brachyurus, o porta-enxerto VR 043- 43 comportou-se como imune ao
nematoide, assim como os porta-enxertos Paulsen 1103 e Gravesac comportaram-se
como suscetiveis. Incluido neste ensaio, a cultivar copa Niagara Rosada apresentou
reacao de suscetibilidade a P. brachyurus.

Na presenca de |. macrodidyma, houve aumento na populacdo final de
nematoides e, consequentemente, do FR de todos os genotipos suscetiveis. O porta-
enxerto Paulsen 1103 apresentou FR extremamente alto na presenca de
I. macrodidyma, aproximadamente doze vezes maior do que na auséncia do fungo,
diferindo estatisticamente do porta-enxerto Gravesac e da cultivar copa Niagara
Rosada. Na auséncia de |. macrodidyma, Paulsen 1103 também se destacou com as

maiores populacgdes finais e FR, quando comparado aos demais genotipos.
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Tabela 25. Populacéo final de nematoides no solo e raiz (PF), fator de reproducédo
(FR) e tipo de reacéo de gendtipos de videira inoculados com P. brachyurus (+N) e

inoculados (+F) ou n&o inoculados (-F) com I. macrodidyma.

PF FR
Genatipo Reacao
+N+F +N-F +N+F +N-F
Paulsen  451.484,6 a*¥ 37.770,9 a 451,48 a* 37,77 a s
Gravesac 13.544,3 Db* 42157 b 13.54 b* 422 b S
VR043-43 0,00 d 0,00 d 0,00 c 0,00 c I
Niagara 9.460,5 c* 1,438,2 c 9,46 b* 1,44 ¢ S
CV (%) 15,46 18,67 21,64 25,22

YMédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05),
comparando os genadtipos. Médias seguidas por (*) na linha diferem entre si pelo teste t (p<0,05)
comparando plantas inoculadas (+F) e ndo inoculadas (-F) com |. macrodidyma ?Reacéo de
resisténcia/suscetibilidade, segundo Oostenbrink (1966). S: suscetivel, R: resistente e |: imune.

Analisando os resultados das variaveis de desenvolvimento, constatou-se
interacdo significativa para massa fresca de parte aérea (P<0,0001) e raiz (P<0,0001)
e teores de clorofila total (P<0,0001) e carotenoides (P<0,0001) (Tabela 26). O efeito
combinado de Pb e Im resultou em reducdes de 48,2, 28,5 e 22,3% de MFPA em
‘Niagara Rosada’, ‘Paulsen 1103’ e Gravesac, respectivamente. ‘Niagara Rosada’ foi
negativamente afetada pelo efeito isolado de Im, com reducédo de 62,8% da variavel
em questao, seguida por ‘Paulsen 1103’ e ‘Gravesac’, com 22,2 e 17,4% de reducéo,
respectivamente. Por outro lado, o efeito isolado de Pb resultou em reducbes de
48,5% em ‘Niagara Rosada’, 31,3% em ‘Paulsen 1103’ e 23,5 em ‘Gravesac’. Na
comparacdo da MFPA entre os genotipos, ‘Niagara Rosada’ e ‘Gravesac’
apresentaram o0s maiores valores na auséncia dos dois patdgenos. Para os demais
tratamentos, ‘Niagara’ e ‘Paulsen 1103’ apresentaram 0s menores valores desta
variavel, reforcando o efeito negativo dos dois patégenos.

Em relacdo a massa fresca de raiz, também foram observadas diferencas
significativas entre o efeito combinado e o efeito isolado de cada patégeno. A MFRA
de ‘Niagara’ foi significativamente afetada por todos os tratamentos, com reducdes de
53,4% para o efeito combinado, 45,8% para o efeito isolado de Im e 31,2 para o efeito
isolado de Pb. O efeito de Pb e Im em ‘Paulsen 1103’ resultou em 29,3% de reducéo,

diferindo dos demais tratamentos.



125

Tabela 26. Massa fresca da parte aérea e raizes, teores de clorofila total e carotenoides em genétipos de videira submetidos a

diferentes combinacdes de inoculagdo com P. brachyurus (+N e -N) e I. macrodidyma (+F e -F), sob condi¢cdes de casa de vegetacéo.

o Massa fresca parte da aérea (g) Massa fresca de raizes (g)
Genotipo

-N-F +N+F -N+F +N-F -N-F +N+F -N+F +N-F
Paulsen 20,89 Ba' 14,94 Bb 16,25 Bb 14,35 Bb 55,39 Ba 39,14 Bb 42,70 Ba 48,70 Bab
Gravesac 23,68 Aa 18,40 Ab 19,57 Ab 18,12 Ab 40,58 Ba 32,61 Bb 34,88 Bb 31,66 Chb
VR043-43 18,98 Ba 17,77 Aa 17,32 Ba 18,21 Aa 103,60 Aa 95,28 Ab 104,27 Aa 95,10 Ab
Niagara 26,55 Aa 13,76 Bb 9,87 Cc 13,66 Bb 40,01 Ba 18,66 Bc 21,75 Bc 27,52 Cb

CV (%) 19,65 15,16 22,30 35,94 35,11 31,61 30,24 31,13
Clorofila Total (mg/g massa fresca) Carotenoides (mg/g massa fresca)

Genatipo

-N-F +N+F -N+F +N-F -N-F +N+F -N+F +N-F
Paulsen 1,87 Ca 0,86 Dd 1,44 Bc 1,42 Cc 0,16 Aa 0,11 Abc 0,13 Aab 0,09 BCc
Gravesac 2,04 Ba 1,08 Cd 1,31 Cc 1,45 Cb 0,15 Aa 0,10 Ab 0,14 Aa 0,15 Aa
VR043-43 1,63 Da 1,61 Aa 1,67 Aba 1,62 Ba 0,14 Aa 0,13 Aa 0,11 Aa 0,13 ABa
Niagara 2,44 Aa 1,49 Bc 1,66 Ab 1,81 Ab 0,16 Aa 0,07 Bb 0,11 Aab 0,11 Bab
CV (%) 4,25 7,54 8,01 5,36 25,63 18,27 17,98 18,87

Y Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) comparando os diferentes genoétipos. Médias
seguidas por mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) comparando as diferentes combinacdes entre
P. brachyurus e I. macrodidyma.
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Diferente do que foi observado no ensaio de reacéo a Pb, o efeito isolado ou
combinado dos patdgenos causou reducdo do teor de clorofila total em todos os
genotipos suscetiveis a Pb. A inoculacdo com os dois patdégenos resultou em 54,0 e
47,1% de reducdo em ‘Paulsen 1103’ e ‘Gravesac’, respectivamente, e 38,9% em
‘Niagara Rosada’. Apenas em ‘Gravesac’ o efeito isolado de Im ou Pb apresentou
diferencas significativas entre si para a variavel em questao, sendo que o efeito de Im
resultou em 35,7% e Pb em 28,9% de reducdo. Na comparacao entre 0s genotipos,
para o efeito combinado, o porta-enxerto VR 043-43 apresentou 0s maiores teores de
clorofila total (CFL), porém, na auséncia dos dois patégenos, ‘Niagara Rosada’
apresentou os maiores teores, evidenciando o quanto este genotipo foi afetado pelo
efeito combinado de Im e Pb. Os resultados observados para o teor de carotenoides
foram semelhantes aos de CFL, porém, apenas no porta-enxerto Paulsen 1103 foram
observadas diferencas significativas entre os efeitos isolados de Im e Pb. Em plantas
desse porta-enxerto inoculadas apenas com Pb, a reducéo observada foi de 43,8%.
A inoculagdo apenas com Im reduziu em 18,8% o teor de carotenoides. O efeito
combinado foi responséavel por 31,3% de reducéo desta variavel.

Quanto aos sintomas vasculares (Figura 23), constatou-se interacao
significativa entre os fatores genatipo e interacdo Im/Pb para escurecimento vascular
(P<0,0001) e area necrética (P<0,0001) (Figura 16A e 16B). A extensdo do
escurecimento vascular causado pelo efeito combinado de Im e Pb variou de 0,0 a
143,0mm, onde o porta-enxerto VR 043-43 ndo apresentou escurecimento e Paulsen
1103 as maiores extensdes deste sintoma. Foi observado que, em ‘Paulsen 1103’,
‘Gravesac’ e ‘Niagara Rosada’, mesmo em tratamentos onde ndo houve inoculagéo
com |. macrodidyma (+N- F ou -N-F), houve escurecimento vascular, porém em menor
extensdo quando comparado ao tratamento em que o fungo foi inoculado. O porta-
enxerto VR 043-43 ndo apresentou escurecimento em nenhum tratamento. Em todos
0s gendtipos com escurecimento vascular, esta variavel foi significativamente maior
para o efeito combinado de Im e Pb, quando comparado aos demais efeitos, conforme
pode ser observado em Paulsen 1103 e Niagara Rosada, por exemplo, onde o
escurecimento vascular foi 50,0 e 24,7% maior, respectivamente, para o efeito
combinado (+N+F) do que par ao efeito isolado de Im (-N+F).

Semelhantemente ao que foi observado para o escurecimento vascular, a area
necroética observada em secgdes transversais de caules foi significativamente maior

para o efeito combinado dos dois patdgenos em ‘Paulsen 1103’, ‘Gravesac’ e ‘Niagara
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Rosada’. Ndo foram observados pontos necréticos no porta-enxerto VR 043-43.
Também foram observados pontos necréticos em ‘Paulsen 1103, ‘Gravesac’ e
‘Niagara Rosada’ em tratamentos onde Im néo foi inoculado.

Apés vinte e seis semanas da inoculagdo, Niagara apresentou sintomas de
clorose foliar, escaldadura nas bordas das folhas (Figura 24A) e reducdo do vigor,
condizente com as reducdes de massa fresca de parte aérea e raiz e nos teores de
clorofila total e carotenoides. Paulsen 1103 e Gravesac, apesar de nao apresentarem
sintomas de clorose foliar, apresentaram reducao do vigor para o efeito isolado e para
o efeito combinado de Im e Pb. Na presenca de Im e Pb, a mortalidade de plantas foi
maior em Niagara Rosada (50%) quando comparado a Paulsen 1103 e Gravesac
(33,3%). Foi observada mortalidade de plantas do porta-enxerto Gravesac apenas nos
tratamentos onde P. brachyurus foi inoculado (+N+F e +N-F) (33,3%). Por outro lado,
apenas em plantas livres dos dois patdgenos (-N-F) ndo houve mortalidade de plantas
de Paulsen 1103. Nao houve morte de plantas em do porta-enxerto VR 043-43.

A percentagem de recuperacéo de I. macrodidyma (Figura 23C) foi superior a
60,0 e 90,0% em Gravesac e Paulsen 1103 e, 100% em Niagara Rosada, quando os
dois patégenos foram inoculados. Quando somente |. macrodidyma foi inoculado, a
percentagem de recuperacédo foi de 23,0% em Gravesac, 70% em Paulsen 1103 e
68% em Niagara Rosada, sugerindo elevada suscetibilidade destes dois ultimos ao
patdégeno inoculado.

Os ferimentos causados durante a alimentacdo de fitonematoides podem
facilitar acesso de fungos fitopatogénicos aos tecidos vegetais para causar infeccoes.
Além disso, fitonematoides podem induzir mudancas fisioldgicas em seu hospedeiro,
alterando as populacdes flngicas ao redor da rizosfera da planta, tornando-a mais
propensa a aumentar o tamanho populacional e/ou patogenicidade dos dois agentes
(BACK; HAYDOCK; JENKINSON, 2002). No presente estudo, o ambiente formado
pela infeccdo de P. brachyurus, |. macrodidyma no porta-enxerto Paulsen 1103,
favoreceu o aumento da populacdo do nematoide a niveis incomuns. Resultados
semelhantes foram relatados por McKeen e Mountain (1962), onde os autores
associaram o aumento da populacao de P. penetrans ao aumento da concentracéo
de CO:2 e de exsudatos liberados por raizes de tomate e beringela, infectadas por
Verticillium spp. Além disso, os autores sugeriram a infecgdo por Verticillium spp.,

tornou as raizes dos hospedeiros um melhor substrato para o nematoide.
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Figura 23. Escurecimento vascular (A), area necraotica (B), reisolamento de I. macrodidyma (C) e mortalidade (D) de plantas submetidas a
diferentes combinacdes de inoculacdo com P. brachyurus (+N e -N) e I. macrodidyma (+F e -F). Médias seguidas pela mesma letra mailuscula
nao diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) comparando os gendtipos. Médias seguidas por mesma letra minuscula n&o diferem entre si

pelo teste Tukey (p<0,05) comparando as combinag¢des de inoculagdo. Barras verticais representam a média + o desvio padrao.
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Bergeson (1972) citou a importancia dos exsudatos radiculares para o0 aumento
das populacbes de nematoides. Segundo o autor, durante o parasitismo do
nematoide, a concentracdo de exsudatos liberados pelas raizes é significantemente
maior, alterando a composicao da rizosfera e as concentragdes de CO2, tornando-a

uma fonte de nutrientes mais atrativa para fungos, bactérias e nematoides.

Figura 24. A) Sintomas de clorose e escaldadura em folha de videira.
B) Escurecimento vascular em seccbes longitudinais de caules de videira.
C) Reisolamento de I. macrodidyma em fragmentos de caules. D) Necrose em
seccOes transversais de caules de mudas de videira.

Apesar dos relatos de que a presenca de fitonematoides afeta o
desenvolvimento e a expresséo de doencas em alguns patossistemas (LA MONDIA,
2003; RAHMAN; PUNJA, 2005; CAO et al., 2006), ndo existem dados sobre o efeito
da interacao entre P. brachyurus e |. macrodidyma em videira. Embora ndo envolva
I. macrodidyma, o cancro bacteriano em pessegueiro e nogueira € um exemplo de
como os fitonematoides podem influenciar o desenvolvimento e a severidade de

doencas em culturas perenes. Cao et al. (2005) e Cao et al. (2006) demostraram que
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a infestacdo com o M. xenoplax € responsavel pelo aumento da severidade do
cancro bacteriano em pessegueiro, causado por Pseudomonas syringae van Hall.
Além disso, a infestacéo pelo referido nematoide resulta em deficiéncia de nitrogénio,
sugerido como mecanismo responsavel pelo aumento da suscetibilidade a infec¢éo
por P. syringae (CAO et al., 2011).

Safdar et al. (2013) estudando o efeito da interacdo entre Fusarium
semitectum Berk. & Ravenel e Tylenchus semipenetrans Cobb, 1913 no declinio dos
citros, relataram a existéncia de sinergismo entre os dois agentes, com reducdes
significativas no crescimento das plantas, comprimento de raizes, diametro do caule
e populacdo de nematoides nas raizes para o efeito combinado do nematoide e
fungo. Em outro estudo, Wheeler et al. (1992) demonstraram que a infecgdo por
P. penetrans (Cobb, 1917) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941 foi determinante
para penetracdo de Verticillium spp. Nees 1816, resultando em reducdo da massa
de tubérculos e senescéncia precoce em plantas de batata, sendo que na auséncia
do nematoide ndo houve infeccdo pelo patégeno fangico. Semelhantemente,
LaMondia (2004) observou que os sintomas de podridao radicular do morango,
causados por Rhizoctonia fragariae Husain & McKeen, foram significativamente
superior em plantas previamente infectadas por P. penetrans, quando comparados
a plantas n&o infectadas pelo nematoide.

Segundo Back, Haydock e Jenkinson (2002), as interacbes podem ser
resumidas como sinérgicas, quando a associacao entre nematoide e fungo resulta
em danos a planta que excedem a soma dos danos individuais de cada patégeno
(1 + 1 > 2). Por outro lado, onde a associagao entre nematoide e fungo resulta em
dano a planta menor do que a soma dos organismos individuais, a interacdo pode
ser descrita como antagobnica (1 + 1 < 2). Quando nematoides e fungos interagem e
causam danos as plantas que equivalem a soma dos danos individuais, a associacao
pode ser descrita como neutra (1 + 1 = 2). Esta ultima pode ser dificil de identificar,
pois associacbes neutras podem resultar em danos a planta semelhantes aos
observados em associacfes aditivas, onde nematoide e fungo sdo conhecidos por
nao interagirem um com o outro. No presente estudo, o efeito da interagcéo entre Im
e Pb ultrapassou a soma dos danos individuais de cada patdgeno para as variaveis
escurecimento vascular, area necrotica e mortalidade de plantas, em uma clara
indicacdo de sinergismo. Os maiores fatores de reproducdo de P. brachyurus

observados na presenca de I. macrodidyma, reforcam a assertiva acima, pois a
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percentagem de recuperacédo de I. macrodidyma foi maior em plantas previamente
infectadas por P. brachyurus, para todos os genotipos.

No presente estudo, ndo foi observado sintomas ou reisolamento de |I.
macrodidyma no porta-enxerto VR 043-43, entretanto, Rasera (2005) relatou
suscetibilidade deste gendtipo ao referido patégeno. Entretanto, como capitulado
anteriormente, o referido estudo precisa ser reavaliado devido a falta de confirmacao
da identidade do patégeno nos tecidos vasculares.

A recuperacéo de |I. macrodidyma de fragmentos de caules em tratamentos
onde o referido patdgeno nao foi inoculado, corrobora com as observacdes de Urbez-
Torrez (2014), Gramaje et al. (2018) e Reis et al. (2019), os quais relataram o
isolamento de fungos causadores de DTV em tecidos assintomaticos, atuando como
patbgenos latentes. A presenca de fungos causadores de DTV em tecidos
assintomaticos é uma ameaca a plantas matrizes por se tornarem fontes potenciais
de in6culo em processos de propagacdo vegetativa e em estabelecimento de
vinhedos (MONDELLO et al., 2018).

A coexisténcia e as interacfes entre nematoides e fungos, sejam sinérgicas
ou antagbnicas, sao fundamentais para a compreensdo de seus efeitos
ecossistémicos e seus potenciais danos na agricultura. Um dos principais desafios
da fitopatologia atual € uma melhor compreensdo das interacdes entre
fitonematoides e fungos para o desenvolvimento de estratégias de manejo. Nesta
perspectiva, os resultados deste estudo sinalizam que altas taxas de ocorréncia do
pé-preto da videira podem estar relacionados a interacdo com P. brachyurus no
campo, reforcando a importancia do emprego de porta-enxertos de videira
resistentes ao nematoide-das -lesGes-radiculares e contribuindo para o sistema de

producao de uva, principalmente na instalacdo de novos pomares.

4.4. Conclusoes

Hé diversidade de géneros de fitonematoides em vinhedos com sintomas de
declinio nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

Duas espécies do nematoide-das-lesdes-radiculares, P. brachyurus e P. zeae,
estdo associadas a vinhedos em declinio no estado de Santa Catarina.

Existem porta-enxertos imunes a P. brachyurus (1111-21, 548-44, IBCA-125
e VR 043-43), enquanto outros genotipos (Paulsen 1103, Gravesac, IAC 313
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Tropical, Salt Creek, Chardonnay e Bordd) sé&o suscetiveis a referida espécie, nas
condicBes do estudo.

Pratylenchus brachyurus reduz os teores de massa fresca de parte aérea e
raiz, altera os teores de pigmentos fotossintéticos e o balanc¢o de carboidratos totais
em genotipos suscetiveis.

Ha sinergismo nas interacdes entre P. brachyurus, I. macrodidyma e
genotipos de videira suscetiveis.

O efeito combinado de P. brachyurus e |. macrodidyma potencializa os danos
em genotipos de videira suscetiveis, predispondo as plantas ao declinio.

llyonectria macrodidyma pode ser reisolado de infeccbes latentes em

genotipos de videira suscetiveis.



5. CAPITULO IV. Primeiro relato de Meloidogyne morocciensis infectando

plantas de pessegueiro no brasil

5.1. Introducéo

O pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch) € a terceira espécie frutifera de
clima temperado mais cultivada no territério brasileiro, ficando atras apenas da
macieira e da videira (REICHERT; RASEIRA; SACARANARI, 2014). Os
fitonematoides s&@o responséveis por danos econdmicos consideraveis em muitas
fruteiras e, dependendo da espécie e do nivel populacional, seu parasitismo pode
reduzir a absorcdo e a translocacdo de nutrientes na planta, afetando o
desenvolvimento e, consequentemente, a produtividade das espécies hospedeiras
(GOMES, 2001).

Entre as espécies de fitonematoides que parasitam a cultura do pessegueiro,
aguelas pertencentes aos géneros Meloidogyne Goeldi, 1982, Mesocriconema
Andrassy, 1965, Xiphinema Cobb, 1913, Pratylenchus Thorne, 1949 e Helicotylenchus
Steiner, 1945 destacam-se como as mais importantes economicamente (GOMES,
2001; ASKARY et al.,, 2012). O género Meloidogyne é considerado o de maior
importancia devido aos danos que ocasiona e pela sua disseminagcdo nas mais
variadas regides do mundo. As espécies frequentemente relatadas nesta espécie
frutifera sdo Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949, M. incognita (Kofoid
& White, 1919) Chitwood, 1949, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, ocorrendo
em regides de clima tropical e subtropical e, M. hapla Chitwood, 1949, em regifes de
temperatura mais amena (GOMES; CARNEIRO, 2014).

Prejuizos causados por fitonematoides em prundideas sédo frequentemente
negligenciadas por estes patégenos permanecerem sem diagnéstico por muitos anos
(GOMES; CAMPOS, 2003; GOMES; CARNEIRO 2014), fato que explica a falta de
dados de perdas no pais. Além disso, os danos sédo geralmente variaveis dentro de
um pomar e a morte das plantas é gradual, aumentando com o tempo e com 0
aumento da populacdo de nematoides e, muitas vezes, essa tendéncia continua até
gue muitas plantas sejam perdidas ou a produgédo seja drasticamente reduzida em
uma determinada area (NYCZEPIR, 2011).

A formacdo de galhas no sistema radicular de plantas de pessegueiro

infectadas representa o sintoma primario do parasitismo de nematoides do género
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Meloidogyne. As plantas afetadas apresentam enfraquecimento, baixa producéo,
desfolhamento precoce e declinio prematuro devido a restricbes na absorcdo e
translocagcdo de agua e nutrientes, podendo ocorrer, ocasionalmente, a morte da
planta (GOMES; CARNEIRO, 2014).

Plantas de pessegueiro de aproximadamente um ano, apresentando nanismo,
clorose foliar e raizes com grande numero de galhas associadas a presenca de
Meloidogyne sp. foram coletadas em uma area de seedling localizada no municipio
de Pelotas. A seguir, o material foi levado ao Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa
Clima Temperado para processamento, cujos espécimes obtidos foram
caracterizados bioquimica, morfologica e morfométrica mente para identificacéo da (s)

espécie (s) e determinacao de seu(s) respectivos niveis populacionais.

5.2. Material e Métodos

Durante coletas de solo e raizes para levantamento nematologico, foram
observadas plantas de pessegueiro apresentando nanismo, clorose foliar e raizes com
grande numero de galhas (Figura 25), em um seedling, localizado Sede da Embrapa
Clima Temperado, no municipio de Pelotas/RS (31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m
de altitude).

Foto: Cristiano Bellé.

Apos a coleta, 10g de raizes foram processadas pelo método de Hussey e
Barker (1973) para extracdo de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) e estimativa
do nivel populacional de nematoides em 10 gramas de raizes. A populacéo obtida foi
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purificada e multiplicada em tomateiros (Solanum lycopersicum L.) (cv. Santa Cruz)

em casa de vegetacao (25+3°C) para estudos subsequentes.

5.2.1. Caracterizagdo bioquimica, morfolégica e morfométrica

Fémeas adultas de Meloidogyne sp. (n= 20), com coloracdo branco-leitosa,
foram extraidas das amostras de raizes e submetidas a identificacéo por eletroforese
pelos fendtipos a-esterase (Est) e malato desidrogenase (Mdh), conforme técnica
descrita por Carneiro e Almeida (2001). Apos a extracdo, cada fémea foi transferida
individualmente para tubos capilares (hematdcrito) contendo solucéo de extracéo para
a-esterase (0,25¢g de Triton X 100, 5g de sacarose e 25mL de agua deionizada) ou
para malato desidrogenase (0,1 g de Tris, 20g de sacarose, 0,1g de &cido ascoérbico
(CeHsOes) e 0,1g de hidrocloreto de cisteina). Em seguida as fémeas foram maceradas
e 0 extrato proteico resultante foi adsorvido em papel filtro qualitativo (Whatman 3mm).
Cada fracao de papel foi transferida para pocos em gel de poliacrilamida 6%, com gel
separador e gel empilhador, utilizando tampéao de corrida com Tris-glicina (pH 8,9), e,
em cada um, depositada uma gota de azul de bromofenol 0,01%. Extratos proteicos
de trés fémeas de popula¢des puras de M. javanica foram usados como fenétipos de
referéncia em cada gel.

A eletroforese foi realizada sob sistema horizontal, proposto por Smithies
(1955) e modificado por Carneiro e Almeida (2001) em cuba contendo tampao de
corrida, proposto por Scandalios (1969), ligada a uma fonte de voltagem constante de
100V, e a 4°C. Apés o azul de bromofenol ter migrado cinco centimetros do ponto de
aplicacédo (x 2 horas de migracao), a fonte foi desligada e o gel submetido a revelagéo.
Para a isoenzima a-esterase, a solucéo de revelagdo consistiu em 50mL de tampéao
fosfato, 50mg de Fast Blue RR Salt e 1,5mL de a-naftilacetato 1% (30mg de a-
naftilacetato, 15mL de acetona e 15mL de agua destilada). Para a isoenzima malato
desidrogenase, a solucéo de revelacéo consistiu em 50mg de NAD*, 30mg de azul de
nitrotetrazolio (NBT), 2mg de PMS, 50mL de &agua, 10 mL de solucdo A (10,69
carbonato de calcio (CaCOs), 1,34g acido malico (C4HsOs), 100mL agua) e 15mL de
solucdo B (6,069 Tris, 100mL agua e &cido cloridrico (HCI) para aferir pH 7,1). Em
seguida, os géis foram incubados em estufa a 37°C por 15 minutos, até que as bandas

(zimogramas) de cor escura fossem visualizadas em fundo claro.
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A identificacdo dos fenotipos de Meloidogyne foi realizada pelo calculo da
mobilidade relativa (Rm) das bandas polimérficas, utilizando M. javanica como padrao
de comparacédo em relacéo a espécie estudada (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU,
1990; CARNEIRO; ALMEIDA, 2001). Os fenétipos enziméticos foram identificados por
uma letra e um namero que corresponderam, respectivamente, a inicial do nome de
cada cultura onde o fenétipo foi encontrado pela primeira vez, seguido do niamero de
bandas presente no gel (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1990).

Juvenis de segundo estdgio (n= 20) e machos (n= 10) de Meloidogyne foram
mortos em formol frio (5°C) a 1%, transferidos para laminas de vidro e fotografados.
Adicionalmente, fémeas individuais (n= 20) foram submetidas a identificacdo pelo
padrao perineal (TAYLOR; NETSCHER 1974). Os padrdes perineais foram cortados
a partir de fémeas adultas em acido latico a 45% e montados em glicerina. Os
espécimes foram fotografados e mensurados em um sistema de aquisicdo de
imagens, que consistiu em uma camera de video (Leica DFC 295) acoplada ao
microscopio optico (Leica DM 1000), nas objetivas de 20X e 40X e na objetiva de
imersdo de 100X, e a um microcomputador, utilizando o software LAS Core (v.3.7).

5.2.2. Teste de patogenicidade

Para avaliar a patogenicidade da populacdo de Meloidogyne sp. purificada, foi
realizado um bioteste sob condi¢cdes de casa de vegetacédo, no periodo de 03/10/2019
a 05/04/2020, nas instalagbes da Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS
(31°40'53.16"S 52°26'23.60"W; 58 m de altitude). Mudas do mesmo material vegetal
(selecdo) foram obtidas através de cultura de embrides pelo Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal da Embrapa Clima Temperado.

Mudas de pessegueiro foram mantidas, individualmente, em vasos de
polietileno com capacidade de 5L, contendo solo esterilizado, e inoculadas com 1.000
ovos+J2 (Populacao inicial - Pi) da populacao original de Meloidogyne sp., através de
orificios de quatro cm de profundidade, ao redor de cada muda, utilizando cinco
repeticbes. Para comparacdo dos danos causados pelo nematoide, plantas nao
inoculadas foram mantidas sob as mesmas condi¢des. O in6culo foi obtido do sistema
radicular de plantas de tomate mantidas em casa de vegetacgéo (25+3°C), pelo método
de Hussey e Barker (1973) e a concentracédo foi calibrada em lamina de Peters, sob

microscopio optico. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao (25+2°C) por
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um periodo de 185 dias, sendo monitoradas diariamente quanto a necessidade de
agua e tratamentos culturais.

Decorridos 185 dias da inoculacédo, o sistema radicular de cada planta foi
lavado individualmente em agua corrente e 0 excesso de agua retirado com papel
toalha, antes da pesagem e contagem do numero de galhas. Posteriormente, o
sistema radicular de cada planta foi processado conforme o método de Hussey e
Barker (1973), para estimativa da populacao final (Pf) e determinacédo do fator de
reproducao do nematoide [FR= populacéo final de nematoides (Pf) / populagéo inicial
(Pi)], de acordo com Oostenbrink (1966).

5.3. Resultados e Discussao

O nivel estimado da populacdo de nematoides observado a campo foi de 283
ovos+J2/10g de raizes. A analise de polimorfismo das fémeas extraidas das raizes de
pessegueiro revelou o fenotipo A3N1, sendo Est A3 o fendtipo observado para a-
esterase, com trés bandas distintas (Rm = 1,12; 1,20; 1,30) (Fig. 26A) e o fendtipo
Mdh N1, correspondente a isoenzima malato desidrogenase, com apenas uma banda
(Rm = 1,0) (Fig. 26B), tipico de Meloidogyne morocciensis Rammah e Hirschmann
(1990) conforme descrito por Carneiro et al. (2008).

Figura 26. A) Fendtipos de esterase (A3) e B) malato desidrogenase (N1) de fémeas

de M. morocciensis. M. javanica (J3) e (A1*) como padrao de referéncia.

Os padrdes perineais das fémeas (Figura 27A e 27B) exibiram formato
guadrado a oval, com estrias grossas, amplamente separadas, geralmente continuas
e as vezes quebradas; arco dorsal moderadamente alto a alto, arredondado a

quadrado, as vezes formando "ombros". Vulva apresentava-se em forma de fenda,



138

geralmente sem estrias perto das bordas laterais e os fasmideos separados por
29,3um (25,4 a 31,9um), semelhantes a Meloidogyne arenaria (Neal, 1889) Chitwood,
1949 e M. incognita, conforme verificado por Rammah e Hirschmann (1990).

50 pm 20 pm

Figura 27. Padrdes perineais de fémeas adultas de M. morocciensis. (Barras de escala:
A: 50 um; B: 20 um).

Em relacdo a morfometria e alometria de juvenis de segundo estadio, na
Tabela 27 sdo apresentados os caracteres de M. morocciensis mensurados no
presente estudo e os valores da primeira descricdo por Rammah e Hirschmann
(1990). Os valores observados estdo de acordo com a primeira descricdo, com
excecao do comprimento do estilete, o qual teve uma pequena variagao, ficando
acima dos valores encontrados pelos autores. Entretanto, esta variacdo também foi
observada por Machaca-Calsin et al. (2021) em outro relato de M. morocciencis,

corroborando com os resultados aqui e relatados.
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Tabela 27. Dados morfométricos (um) de juvenis de segundo estadio (J2) obtidos das
plantas de pessegueiro do presente estudo e valores descritos por Rammah e

Hirschmann (1990). Médias seguidas pelo desvio padréo e intervalo.

Medidas em pm Presente estudo Rammah e Hirschmann
Comprimento do corpo 389,3+£3,8(377,5-425,1) 400,8 + 3,7 (374,4-454,4)
Maior largura do corpo 15,2 £ 0,2 (14,3-16,6) 15,2 £ 0,5 (14,8-16,3)
Comprimento do estilete 13,9+£0,2 (12,7-14,95) 12,3+£0,5(11,3-13,3)
DEGO 3,6 £0,1(3,3-4,2) 3,8+0,4(3,0-4,4)
Comprimento da cauda 47,5 £ 0,6 (45,3-48,9) 52,6 + 2,7 (46,6-58,1)
Comp. da cauda hialina 14,1 £ 0,3 (12,5-17,0) N&o mensurado
Proporcoes
a 25,6 + 0,4 (23,8-28,8) 26,4 +1,4 (23,6-30,7)

c 8,6 + 0,1 (8,0-9,3) 7,6 +£0,5 (6,4-8,9)

Os marcadores moleculares, especialmente os marcadores SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions) tém sido Uteis e por vezes decisivos, permitindo a
diferenciacéo precisa e rapida de algumas espécies de Meloidogyne. No entanto, os
marcadores SCAR atualmente disponiveis (ZIJLSTRA et al. 2000) néao diferenciam as
espécies M. arenaria de M. morocciensis com fenétipos de isoenzimas distintos, por
serem inespecificos para essas espécies, conforme relatado por Carneiro et al.
(2008), Silva et al. (2014) e Barros et al. (2018). Nesse sentido, o desenvolvimento de
pares de primers espécie-especificos para M. arenaria e M. morocciensis se faz
necessario para utilizacdo desta ferramenta no diagnéstico da espécie em questao.

Decorridos 180 dias da inoculagao, verificou-se a formacdo de galhas nas
raizes das plantas (Figura 28), cujo numero médio foi de 388 galhas por sistema
radicular e fator de reproducdo do nematoide foi 10,3. Plantas ndo inoculadas néo
formaram galhas. A presenca do nematoide reduziu em 17% o peso fresco da parte
aérea e 30% nas raizes (Tabela 28), comparativamente as plantas ndo inoculadas.
Entretanto, para se inferir sobre a agressividade dessa espécie na cultura do
pessegueiro e prospectar medias de manejo, demanda-se o0 estudo da reacdo dos
gendtipos ao nematoide, pois M. morocciensis € uma espécie distribuida em
diferentes regides do mundo, com ampla gama de hospedeiros e adaptavel as

condi¢cbes climaticas onde ocorre o cultivo de péssego. Mesmo essa espécie ja ter
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sido relatada em pessegueiro (RAMMAH; HIRSCHMANN, 1990), até o momento

pouco se sabe sobre seu potencial de danos em fruteiras de caroco.

| INOCULADA

l

Figura 28. Mudas de pessegueiro “selegdo” (A) inoculadas e nao inoculadas com

M. morocciensis. (B) Galhas em raiz de pessegueiro. (C) Fémea de M. morocciensis.

Tabela 28. Massa fresca da parte aérea, massa fresca de raizes e reducao de massa

em mudas de pessegueiro inoculadas e ndo inoculadas com M. morocciensis.

Tratamento Massa fresca parte aérea Massa fresca raiz
N&o Inoculada 31,1 av 23,2 a
Inoculada 258 b 16,2 b
Reducéo (%) 17,0 30,0

Y Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste t (p<0,05)
comparando plantas inoculadas e ndo inoculadas.

5.4. Conclusao

Registra-se pela primeira vez no Brasil a ocorréncia de Meloidogyne

morocciensis parasitando plantas de pessegueiro.



6. Consideracdes Finais

O declinio e morte da videira € sem duvidas um dos grandes problemas para o
cenario atual da viticultura no Sul do Brasil, responsavel pela morte precoce de plantas
com menos de 10 anos apds o plantio, descapitalizando e agravando a situagao
econdmica e financeira dos viticultores. Nesse sentido, a pesquisa brasileira ndo deve
medir esfor¢cos na a busca de estratégias para minimizar as perdas causadas por este
sério problema. Essas estratégias, basicamente devem ser utilizadas em conjunto e
envolvem desde a obtencédo de mudas livres de patdégenos, o uso da via genética, por
meio do plantio de porta-enxertos resistentes ou tolerantes a fitonematoides até as
boas préticas de cultivo, promovendo melhores condiges para as plantas.

O presente estudo demostrou a importadncia do emprego de materiais
resistentes e tolerantes para reduzir os danos por fitonematoides e a predisposi¢ao
ao DMV. Entretanto, esses materiais ndo devem ser utilizados isoladamente, ao
menos em areas mais predisponentes ao DMV, reforcando a necessidade de um
planejamento inicial adequado para implantacédo do vinhedo, de forma a garantir que
o investimento ndo seja inviabilizado pela mortalidade precoce de plantas, como tem-

se observado no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina.
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8. Anexos

Anexo 1. Mensuracbes e proporgbes de fémeas de Mesocriconema rusticum
coletadas no Sul do Brasil.

Medidas (um) Amostra 2 (n = 4) Amostra7 (n =2) Amostra 369 (n = 3)

L 542,4 (556,9 — 387,8) 537,0 (560,4 —507,6)  486,5 (552,5 — 444,8)
St 55,8 (54,83 — 62,8) 54,6 (58,6 —50,5) 54,8 (58,2 — 50,7)
%) 39,3 (46,9 — 37,7) 43,3 (50,0 — 40,5) 48,4 (54,8 — 39,4)
Oes 103,0 (109,1 - 96,9) 104,8 (112,5-101,4)  108,8 (115,7 — 102,2)
t 21,0 (24,9 - 18,2) 22,4 (25,1 - 20,4) 23,7 (25,5 - 19,3)
L 519,3 (527,9 — 497,3) 526,6 (589,3-482,2) 516,9 (525,1 — 509,4)
v 512,9 (519,6 — 488,4) 518,2 (582,4 — 475,0)  505,2 (515,9 — 508,7)
VL 33,9 (36,4 — 29,4) 34,9 (39,9 — 32,5) 31,4 (32,5 - 26,2)
VA 5,6 (6,1 —5,2) 5,2 (6,8 — 5,0) 5,5 (5,1 — 6,6)
VB 25,8 (31,9 — 24,7) 30,1 (32,1 — 23,0) 27,3 (31,2 - 25,2)
RB 5,6 (6,1 —5,2) 6,1 (6,4 —6,7) 6,4 (6,6 — 5,8)
N° anéis - - -
R 99,0 (101 — 98) 98,0 (102,0 — 94,0) 96,0 (104,0 — 94,0)

RSt 15,0 (16,0 — 14,0) 13,5 (15,0 — 12,0) 12,8 (14,0 — 12,0)
RV 6,0 (6,0 — 6,0) 7,3 (8,0 - 6,0) 7,0 (8,0 — 6,0)
Ran 5,0 (5,0 — 5,0) 5,7 (6,0 — 5,0) 5,5 (6,0 — 5,0)
Rvan 1,0 (1,0 - 1,0) 1,5 (2,0 - 1,0) 1,5 (2,0 - 1,0)
Roes 26,0 (28,0 — 25,0) 24,3 (25,0 — 23,0) 24,0 (27,0 - 22)
Rex 31,0 (32,0 - 30,0) 28,7 (30,0 — 28,0) 29,3 (31,0 - 28,0)
RA 3,0 (5,0 — 2,0 3,0 (4,0 -1,0) 3,0 (5,0 — 2,0)
indices - - -
a 11,5 (13,2 - 10,0) 10,6 (12,5 - 9,5) 12,0 (13,0 - 9,2)
b 4,2 (4,6 —3,8) 3,8 (4,0 — 3,6) 4,3 (4,5-4,1)
c 24,1 (30,2 - 19,3) 18,4 (20,0 — 16,3) 24,0 (27,5 - 17,0)
d 0,6 (0,8 -0,6) 0,8 (0,9-0,7) 0,7 (0,8 - 0,6)
z 8,0 (9,8 — 6,5) 7,5(8,3-6,7) 8,1(8,5-7,9)
Percentagem - - -
V% 93,0 (95,1 - 91,9) 93,0 (94,0 — 92,1) 94,0 (95,1 — 92,4)
\% 97,9 (98,5 — 96,7) 98,4 (98,8 — 97,6) 98,2 (98,7 — 97,6)
Sto%L 12,5 (16,0 — 10,8) 13,4 (15,0 — 12,1) 12,4 (12,6 — 11,7).
St%0Oes 50,2 (56,2 — 48,5) 51,7 (59,3 — 47,3) 53,4 (56,9 — 50,8)
VA%t 28,4 (32,8 - 28,2) 29,6 (42,1 -19,7) 32,1 (46,0 -28,0)
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Anexo 2. Mensuracbes e proporcdes de fémeas de Mesocriconema curvatum

coletadas no Sul do Brasil.

Medidas (um)

Amostra7 (n=7)

Amostra9 (n =4)

Amostra 378 (n = 5)

L
St
%]

Oes

VL
VA
VB
RB
N° anéis
R
RSt
RV
Ran
Rvan
Roes
Rex
RA
indices
a
b
c
d
z
Percentagem
V%
V'
St%L

St%0es
VA%t

536,1 (558,6 — 483,7)
61,7 (68,7 — 56,0)
47,6 (54,2 — 41,4)

125,0 (128,0 — 123,0)
25,3 (28,6 — 16,0)

501,3 (503,2 — 425,1)

497,0 (517,3 — 473,1)
35,1 (37,3 - 27,1)
11,3 (13,4 - 6,6)
43,5 (48,1 - 40,9)

6,5 (6,7 — 6,2)

98,0 (103,0 — 96,0)
14,0 (16,0 — 13,0)
6,8 (7,0 - 6,0)
5,0 (5,0 — 5,0)
1,8 (2,0-1,2)
25,8 (28,0 — 24,0)

30,0 (31,0 — 29,0)
6,0 (7,0 - 2,0)

11,1 (11,8 - 10,3)
3,9 (4,0 - 3,5)
23,4 (25,0 — 2,4)
0,7 (0,8-0,7)
7,8(8,2-17,3)
93,8 (94,3 — 93,1)
97,5 (98,9 — 97,0)
12,9 (13,7 - 12,2)

49,5 (52,8 — 46,0)
41,2 (51,8 — 25,0)

500,6 (546,0 — 450,6)
67,0 (63,3 - 52,2)
46,4 (51,4 — 34,4)

121,0 (122,3 — 118,3)
21,8 (26,3 — 14,5)

501,8 (516,6 — 426,2)

479,8 (454,4 — 415,8)
30,8 (34,8 — 24,8)
12,5 (12,9 - 12,2)

41,4 (48,2 — 33,3)
6,3 (6,5 6,1)

96,0 (100,0 — 92,0)
13,8 (16,0 — 12,0)
7,3 (8,0 - 7,0)
5,3 (6,0 — 5,0)
2,0 (2,0 - 2,0)
24,8 (28,0 — 20,0)

30,3 (31,0 — 29,0)
5,0 (6,0 — 4,0)

10,9 (12,3 - 8,4)
3,7 (4,0 - 3,5)
21,0 (22,5 — 18,5)
0,7 (0,7 -0,7)
7,8 (8,4 —7,3)
93,2 (93,7 — 92,5)
97,9 (98,0 — 97,8)
12,8 (13,7 — 12,0)

48,0 (51,2 — 42,4)
43,9 (52,8 — 38,7)

492,1 (514,7 — 432,6)
58,1 (61,2 — 52,7)
45,6 (48,7 — 43,0)

123,5 (126,3 — 117,0)
24,3 (27,0 - 16,3)

503,8 (504,7 — 502,3)

464,8 (478,7 — 415,0)
27,3 (29,3 - 24,0)

7,1 (11,0 - 6,4)
42,3 (44,7 - 40,0)
5,7 (6,2 — 5,4)

96,5 (102,0 — 94,0)
13,8 (15,0 — 12,0)
6,8 (7,0 — 6,0)
5,5 (6,0 — 5,0)
1,3 (2,0 - 1,0)
25,8 (28,0 — 24,0)

29,5 (31,0 — 28,0)
6,0 (5,0 — 4,0)

10,3 (11,0 9,8)
3,7 (3,8 - 3,5)
20,2 (20,8 — 19,4)
0,8 (0,8 - 0,7)
7,3(7,8-7,1)
93,5 (94,1 — 92,9)
98,3 (99,0 — 97,8)
13,7 (14,2 — 12,9)

49,9 (51,5 — 49,0)
39,7 (42,0 — 38,1)
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Anexo 3. Mensuracdes e proporcbes de fémeas de Mesocriconema xenoplax

coletadas no Sul do Brasil

Medidas (um)

Mayer (n = 15)

Amostra 7 (n = 6)

Amostra 8 (n = 15)

L

St

%)
Oes

VL
VA
VB
RB
N° anéis
R
RSt
RV
Ran
Rvan
Roes
Rex
RA
indices
a
b
c
d
z
Percentagem
V%
V'
St%L
St%0es
VA%t

655,9 (717,6 — 565,3)
80,7 (86,5 — 41,3)
59,3 (68,6 — 52,3)

154,9 (173,8 — 135,8)
29,8 (37,3 - 22,1)

627,0 (718,4 — 550,6)

613,4 (706,3 — 535,2)
40,1 (48,0 — 30,2)
12,4 (14,3 - 10,9)
42,1 (47,8 — 36,6)

6,2 (7,1 - 5,5)

101,0 (110,0 — 97,0)

14,3 (16,0 — 11,0)
7,7 (9,0 - 7,0)
5,5 (6,0 — 5,0)
2,0 (2,0 - 2,0)

24,3 (25,0 — 23,0)

28,6 (30,0 — 27,0)
0,0 (0,0 — 0,0)

11,1 (12,1 - 9,4)
4,2 (4,8 — 3,6)

22,3 (25,6 — 18,9)
0,7 (1,0 — 0,6)
8,1 (9,5 - 7,0)

93,5 (96,3 — 90,6)

97,8 (98,6 — 96,6)

12,4 (14,2 — 10,5)

52,1 (55,2 — 47,3)

42,6 (58,7 — 31,6)

615,9 (658,6 — 563,6)
76,7 (82,6 — 69,3)
51,7 (64,2 — 43,5)

155,6 (165,1 — 141,8)
27,5 (30,9 — 22,1)

584,1 (630,2 — 525,1)

577,7 (617,3 — 524,2)
38,2 (41,3 — 32,0)

9,9 (13,3 - 6,3)
39,9 (48,1 — 37,1)
6,3 (6,7 - 5,6)
99,0 (100,0 — 96,0)
13,9 (15,0 — 13,0)
6,6 (7,0 - 6,0)

5,0 (5,0 — 5,0)
1,6 (2,0 - 1,0)
25,1 (26,0 — 23,0)
29,1 (30,0 — 27,0)
0,0 (0,0 — 0,0)
12,0 (13,1 - 10,3)
4,0 (4,2 — 3,5)
22,7 (28,6 — 18,3)
0,7 (0,8 - 0,6)
8,0 (8,3 - 7,5)
93,8 (95,0 — 93,0)
98,0 (99,0 — 97,5)
12,5 (13,3 — 12,0)
49,4 (51,7 — 46,0)
35,9 (46,7 (31,6)

606,6 (675,3 — 520,9)
77,7 (85,3 - 70,1)
60,8 (72,3 — 53,4)

150,8 (161,9 — 139,8)
29,0 (40,2 — 22,2)

579,5 (565,8 — 506,7)

566,5 (644,5 — 489,9)
40,4 (55,8 — 30,2)
13,0 (18,6 — 11,2)
38,0 (46,3 — 32,6)

6,1 (6,8 - 5,6)

102,0 (114,0 — 97,0)

15,1 (17,0 — 12,0)
7,4 (10,0 - 6,0)
5,2 (7,0 — 4,0)
2,1 (3,0 - 2,0)

25,3 (27,0 — 24,0)

29,7 (30,0 — 28,0)
0,0 (0,0 — 0,0)

10,0 (12,0 — 9,2)
4,0 (4,7 — 3,6)

21,3 (26,3 — 14,5)
0,7 (0,8 - 0,6)
7,8 (8,6 — 6,5)

93,4 (95,8 — 89,8)

97,7 (98,4 — 96,5)

12,9 (15,4 — 11,7)

51,6 (55,9 — 45,7)

44,8 (56,9 — 40,6)
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Medidas (um)

Amostra 9 (n = 11)

Amostra 1l (n =9)

Amostra 378 (n = 10)

L
St

RB
N° anéis
R
RSt
RV
Ran
Rvan
Roes
Rex
RA
indices

a
b
c
d
z
Percentagem
V%
v

St%L

St%0es
VA%t

607,5 (658,7 — 539,5)
78,0 (83,3 — 74,0)
52,7 (57,5 — 44,6)

148,7 (157,5 — 137,2)
27,3 (30,5 — 23,4)

580,1 (635,3 — 514,6)

569,6 (625,0 — 505,1)
37,9 (41,6 - 33,7)

9,9 (13,5 - 6,1)
38,2 (44,2 - 30,1)
6,4 (6,8—5,7)
96,5 (108,0 — 91,0)
13,6 (15,0 - 12,0)
6,6 (7,0 — 6,0)
5,1 (6,0 — 5,0)
1,5 (2,0 - 1,0)
23,6 (26,0 — 22,0)

27,7 (30,0 — 26,0)
0,0 (0,0 - 0,0)

11,6 (13,3 - 10,2)
41 (4,3-3,9)
22,4 (28,1 - 20,3)
0,7 (0,8 - 0,7)
7,8(8,4—-17,3)
93,7 (94,9 — 93,2)
98,2 (98,8 — 97,8)
12,9 (13,7 - 11,9)

52,6 (57,0 — 48,6)
36,0 (51,7 — 22,4)

651,0 (709,7 — 606,0)
82,5 (86,9 — 78,2)
54,8 (60,3 — 51,0)

161,4 (175,5 — 148,5)
28,5 (31,5 - 23,3)

544,9 (678,6 — 531,3)

611,4 (664,6 — 566,9)
39,6 (45,1 — 35,7)

8,1 (13,8 - 6,1)
40,2 (41,8 - 38,3)
6,5 (6,9 — 6,1)
98,6 (105,0 — 95,0)
13,4 (15,0 - 12,0)
6,4 (8,0 — 6,0)
5,1 (6,0 — 5,0)
1,3 (2,0 - 1,0)
24,4 (26,0 — 22,0)

29,0 (30,0 — 26,0)
0,0 (0,0 - 0,0)

11,9 12,9 - 10,5)
4,0 (4,4 - 3,5)
23,0 (27,7 - 20,8)
0,7 (0,8 - 0,7)
7,9 (9,1 -7,3)
95,9 (97,5 — 93,4)
97,8 (98,3 — 97,2)
12,7 (13,7 - 11,0)

51,3 (56,1 — 46,4)
28,4 (44,2 — 20,6)

578,0 (652,5 — 502,0)
79,2 (86,8 — 73,7)
52,8 (57,9 — 44,7)

151,1 (159,0 — 144,8)
27,1 (35,0 - 23,2)

550,9 (625,8 — 477,5)

540,9 (613,4 — 468,6)
37,1 (44,2 — 31,5)

7,8 (12,3 - 5,5)
40,1 (44,7 - 34,9)
6,2 (6,7 — 5,5)
97,8 (103,0 — 95,0)
14,3 (16,0 - 13,0)
6,5 (7,0 — 6,0)
5,2 (6,0 — 5,0)
1,3 (2,0 - 1,0)
25,4 (27,0 — 23,0)

29,6 (31,0 — 27,0)
0,0 (0,0 - 0,0)

11,0 (12,4 - 10,0)
3,8 (4,2 - 3,4)
21,6 (24,4 — 18,0)
0,7 (0,8 — 0,6)
7,3 (8,1 - 6,5)
93,6 (94,4 — 92,4)
98,2 (98,8 — 97,6)
13,8 (15,5 — 12,3)

52,4 (58,8 — 49,7)
28,7 (42,2 - 18,1)
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Anexo 5. Valores de P associados aos coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas de genaétipos de videira

cultivados em solo infestado (+N) e ndo infestado (-N) com Mesocriconema xenoplax, sob condi¢des de casa de vegetacao.

Varidvel Infestado (+N) Nao-infestado (-N)
CHTY MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT

CHT ) 0,0394  0,0144 0,0004 0,0291 0,0073 >0001 0,0170  0,0032 0,0377 0,0131
MFPA - - >0001 0,0246 0,0081 0,0343 0,0414  0,0072 0,0404 0,1831 0,068
MFRA - - - 0,0053 0,0057 0,0389 0,0096 0,0064 0,0011 0,0827 0,0073
CLF - - - - 0,047 0,0142 0,0013 0,0283 0,0006 0,0082 0,0439
CRT - - - - - 0,0103 0,0022 0,0052 0,0052 >0001 >0001

FR - - - - - - - - - - -
CHT - - - - - - - 0,0500 0,0265 0,0214 0,0221
MFPA - - - - - - - - 0,0011  0,0227 0,0052
MFRA - - - - - - - - - 0,0138 0,0426
CLF - - - - - - - - - - >0001
CRT - - - - - - - - - - -

VYCHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; CRT: Carotenoides; FR: Fator
de reproducédo do nematoide.
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Anexo 6. Valores de P associados aos coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas em quatro genotipos

de videira cultivados em solo infestado (+N) e nado infestado (-N) com Mesocriconema xenoplax, sob condicbes de casa de

vegetacao.
. IAC 313 Tropical 1111-21
Variavel
CHTY  MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA  MFRA CLF CRT FR
CHT - 0,041 0,0072 0,009 0,011 0,021 - 0,034 0,009 0,026 0,009 0,021
MFPA - - 0,040 0,022 0,025 0,007 - - 0,032 0,006 0,031 0,007
MFRA - - - 0,009 0,011 0,022 - - - 0,022 0,022 0,006
CLF - - - - 0,042 0,018 - - - - 0,005 0,003
CRT - - - - - 0,016 - - - - - 0,004
FR - - - - - - - - - - - -
Chardonnay Salt Creek
CHT MFPA  MFRA CLF CRT FR CHT MFPA  MFRA CLF CRT FR
CHT - 0,007 0,0490 0,009 0,024 0,011 - 0,039 0,006 0,041 0,042 0,004
MFPA - - 0,044 0,035 0,050 0,009 - - 0,022 0,026 0,041 0,050
MFRA - - - 0,046 0,049 0,010 - - - 0,028 0,008 0,018
CLF - - - - 0,006 0,018 - - - - 0,015 0,024
CRT - - - - - 0,041 - - - - - 0,027
FR - - - - - - - - - - - -

VYCHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; CRT: Carotenoides; FR: Fator
de reproducédo do nematoide.
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Anexo 7. Valores de P associados aos coeficientes de correlacdo de Pearson para a
atividade enzimatica e o fator de reproducdo de Mesocriconema xenoplax em
genatipos de videira, sob condi¢cdes de casa de vegetacao.

POD
PPO
CAT
APX
SOD
FAL

B-GLU

FR

Variaveis
POD PPO CAT APX SOD FAL B-GLU FR
- <0001 0,0169 0,048 0,029 0,001 0,019 0,005
- - 0,007 0,001 0,014 <0001 0,003 0,002
- - - <0001 0,002 0,005 0,022 <0001
- - - - <0001 <0001 <0001 <0001
- - - - - <0001 <0001 <0001
- - - - - - <0001 <0001
- - - - - - - <0001

POD: Peroxidase; PPO: Polifenoloxidase; CAT: Catalase; APX: Ascorbato peroxidase;
SOD: Superéxido dismutase; FAL: Fenilalanina amdnia-liase; B-GLU: B-1,3-glucanase; FR:
Fator de reproducédo do nematoide.
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Anexo 8. Mensuracdes (um) e proporcdes de 20 fémeas dos isolados de Pratylenchus

brachyurus coletadas em vinhedos com sintomas de declinio em trés municipios do

Estado de Santa Catarina.

Medidas (um)

Pinheiro Preto

Tangara

Videira

L
DLb
AltLb

St
NLb
DbSt
AbSt
DGO

Oes
VB
VA
Da
T
Proporgdes

@Lb/ AltLb

Percentagem
V%
St%L
St%0Oes
Morfologia
Bulbos St
Cauda

665,3 (729,9 - 598,6)

8,8(9,2-8,4)
4,4 (4,6 -3,9)
20,4 (21,9 - 18,8)
2,0 (2,0-2,0)
4,9 (5,2 - 4,5)
3,6 (3,8-3,1)
3,2(3,5-3,0)
32,2 (35,6 — 28,6)
531,5 (607 — 427,9)
78,8 (95,4 — 63,1)
25,7 (29,3 — 23,8)
57,3 (59,4 - 51,6)
16,6 (17,7 — 15,2)
34,6 (41,6 — 27,7)
2,0(2,2-1,8)
20,7 (23,8 — 19,0)
8,5 (10,4 — 7,4)
19,3 (23,0 — 15,7)
2,1(2,4-1,7)
79,8 (83,2 -71,5)
3,1(3,4-27)
26,2 (32,7 — 20,6)
Arredondados

Truncada

481,4 (620,9 — 388,9)
8,9 (9,2-8,5)
4,2 (4,6-3,7)

19,5 (20,7 — 18,3)
2,0 (2,0-2,0)
50(5,3-4,4)
3,7 (4,0-3,0)
3,1(3,2-2,8)

17,8 (19,4 — 15,4)

407,9 (526,2 — 330,7)

83,6 (98,6 — 73,8)

24,2 (24,8 — 23,8)

64,5 (66,2 — 55,7)

19,6 (21,7 — 17,5)

31,4 (34,5 — 26,6)
2,1(2,3-2,0)

27,3 (39,1 — 21,5)
5,8 (7,8 — 4,6)

15,4 (20,4 — 12,1)
1,6 (1,8 — 1,4)

84,9 (90,7 — 75,2)
41(53-31)

23,5 (26,2 — 19,7)
Arredondados

Truncada

614,3 (710,9 — 527,2)
8,8(9,1-8,4)
4,2 (46-3,9

20,0 (21,5 — 18,4)
2,0 (2,0-2,0)
4,9 (5,4 —4,5)
3,7(3,9-3,5)
3,0(3,2-2,9)

18,0 (20,0 — 15,2)

547,0 (627,0 — 488,05)

78,7 (98,3 — 65,4)

25,0 (26,6 — 22,3)

59,2 (63,0 — 56,5)

19,8 (21,0 — 17,3)

32,9 (36,6 — 26,6)
2,1(2,2-2,0)

22,2 (26,5 — 18,3)
7,9 (10,0 -6,0)

18,9 (23,3 — 14,4)
1,7 (1,8 — 1,4)

89,8 (92,4 — 74,5)
3,33B,7-27)

25,6 (30,7 — 21,8)
Arredondados

Truncada
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Anexo 9. Mensuracdes (um) e proporcdes de 20 fémeas dos isolados de Pratylenchus

zeae coletadas em vinhedos com sintomas de declinio em trés municipios do Estado

de Santa Catarina.

Medidas (um)

Pinheiro Preto

Tangara

Videira

L
DLb
AltLb

St
NLb
@bSt
AbSt
DGO

Oes
VB
VA
Da
T
Proporgdes

@Lb/ AltLb

Percentagem
V%
St%L
St%0es
Morfologia
Bulbos St

Cauda

600,9 (641,5 — 550,7)
8,9 (9,1-8,7)
2,4 (2,6 -2,3)

14,9 (16,6 — 14,1)
3,0 (3,0-3,0)
5,1 (5,2 - 5,0)
2,8(3,1-2,6)
2,7(2,9-2,6)

30,4 (31,8 — 28,6)

430,4 (467,8 — 400,6)

65,3 (80,7 — 59,5)

27,1 (29,1 - 26,3)

138,8 (149,7 — 129,9)

15,0 (16,0 — 13,9)

31,7 (35,2 — 28,5)
3,7(3,9-3,3)

19,8 (20,9 — 17,3)
9,4 (10,4 -6,8)

19,1 (20,5 — 15,6)
2,1(2,3-1,8)

71,6 (72,9 — 69,8)
2,5(2,7-2,2)

23,2 (25,6 — 18,3)

Achatados

Arredondada

518,9 (586,2 — 486,4)
9,0 (9,6 - 8,8)
2,4 (2,4-2,3)

16,1 (18,9 — 14,4)
3,0 (3,0-3,0)
5,1 (5,2 - 5,0)
2,8 (3,0-2,6)
2,8 (3,0-2,6)

16,9 (18,0 — 14,9)

404,4 (441,0 — 383,2)

72,2 (84,5 — 61,2)

27,8 (29,1 — 26,9)

146,3 (152,3 — 138,2)

15,9 (17,1 — 14,6)

32,9 (35,2 — 30,3)
3,8(4,0-3,7)

30,7 (34,0 - 27,9)
7,2 (5,4 - 6,5)

15,8 (18,3 — 13,8)
2,1(2,2-2,0)

78,1 (81,2 — 73,5)
3,1(4,1-2,8)

22,5 (28,1 - 19,4)

Achatados

Arredondada

556,5 (646,6 — 521,4)
9,0 (9,2-8,8)
2,6 (33-2,3

14,8 (15,5 — 14,2)
3,0 (3,0-3,0)
5,0 (5,1 —4,9)
4,9 (5,1-3,7)
2,9(3,0-2,8)

18,5 (21,0 - 16,9)

431,4 (469,2 — 380,6)

74,5 (88,7 — 62,3)

28,3 (29,9 — 27,0)

142,3 (149,3 — 136,7)

16,8 (17,4 — 15,6)

35,8 (42,9 — 34,9)
3,6 (4,0-2,1)

20,6 (24,9 - 18,1)
7,7 (8,9-6,2)

18,6 (19,3 — 14,4)
2,1(2,5-1,8)

76,6 (78,6 — 71,6)
2,6 (3,0-2,3)

20,2 (23,6 — 16,1)

Achatados

Arredondada
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Anexo 10. Valores de P associados aos coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas de genotipos de videira

inoculados (+N) e ndo-inoculados (-N) com Pratylenchus brachyurus, sob condicbes de casa de vegetacéao.

Varivel Inoculadas (+N) Nao-inoculadas (-N)
CHTY  MFPA MFRA  CLF CRT FR CHT  MFPA MFRA  CLF CRT
CHT 0,0073 0,0234 00150 0,0035 0,0136 0,0043 0,0067 0,0234 0,0358  0,0483
MFPA ; i 0,0014 0,0291 0,0324 0,0050 0,0500 <.0001 0,0162 0,0420 0,496
MFRA - - - 0,3483 0,5333 0,0080 0,0085 0,0425 0,0443 0,9839  0,0462
CLF _ ; ; ; <0001 0,0360 0,0408 0,0287 0,0257 0,0500 0,0042
CRT ) i ] ) ; <0001 0,0393 0,0424 0,0404 0,0117 0,0109
FR ] ) ) ] ] ] ] ] i i ;
CHT ) ] ] i i ] ; 0,0228 0,0100 0,0466  0,5804
MFPA ] ) ] ] i ] ; ; 0,0072  0,0104  0,0154
MFRA ] ] . ] i ] i i ] 0,9159  0,4237
CLF ) ] ] ] . ] ] i ] ; <.0001
CRT

YCHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; CRT: Carotenoides; FR: Fator
de reproducédo do nematoide.
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Anexo 11. Valores de P associados aos coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas em quatro genotipos

de videira de videira inoculados (+N) e ndo-inoculados (-N) com Pratylenchus brachyurus, sob condicGes de casa de vegetacéao.

Variavel Paulsen 1103 Gravesac
CHT MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT FR
CHT - 0,018 0,004 0,042 0,021 0,042 - 0,037 0,044 0,047 0,039 0,029
MFPA . - 0,018 0,043 0,031 0,045 - - 0,016 0,033 0,004 0,048
MFRA . - - 0,014 0,021 0,045 . - - 0,029 0,011 0,032
CLF . - - - 0,040 0,044 - - - - 0,047 0,036
CRT . - - - - 0,034 . - - - - 0,031
FR . - - - - - . - - - - -
Chardonnay Salt Creek
CHT MFPA MFRA CLF CRT FR CHT MFPA MFRA CLF CRT FR
CHT - 0,048 0,023 0,039 0,022 0,019 - 0,030 0,015 0,022 0,013 0,007
MFPA . - 0,007 0,016 0,007 0,011 - - 0,007 0,036 0,048 0,049
MFRA . - - 0,026 0,046 0,032 - - - 0,041 0,004 0,050
CLF . - - - 0,018 0,019 . - - - 0,005 0,033
CRT . - - - - 0,042 - - - - - 0,051
FR - - - - - - - - - -

UCHT: Carboidratos totais; MFPA: Massa fresca da parte aérea; MFRA: Massa fresca da raiz; CFL: Clorofila total; CRT: Carotenoides; FR: Fator
de reproducédo do nematoide.



