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Resumo

LERIN, Sabrina. Termoterapia no controle de fungos causadores de doencgas de
tronco em videira. 2017, 114f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em
Agronomia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

As doencgas de tronco da videira constituem-se em um dos principais entraves da
viticultura mundial, devido aos prejuizos e danos causados, desde a producédo de
mudas, passando pelo estabelecimento e desenvolvimento do vinhedo. A utilizagéo
do tratamento de agua quente € uma técnica utilizada com sucesso fora do Brasil no
controle destes patdgenos. Objetivou-se avaliar o efeito da utilizacdo do tratamento
de 4gua quente sobre o material propagativo e o controle de patégenos causadores
de doencas de tronco na videira. A tese compreende quatro artigos desenvolvidos
entre os anos de 2014 e 2016 na Embrapa Uva e Vinho e no Instituto Federal do Rio
Grande do Sul — Campus Bento Goncalves. O Artigo 1 intitulado “Levantamento de
fungos associados a morte de plantas em mudas comerciais de videira com e sem
tratamento de agua quente” trata da verificacdo da presenca de fungos causadores
de doencas de tronco em mudas comerciais de videira provenientes de viveiros de
trés cidades: Bento Goncalves, Garibaldi e Vacaria tratadas a 50°C por 30 minutos ou
ndo, avaliadas durante trés anos. Verificou-se reducdo da incidéncia de fungos ao
longo dos anos e nas mudas que receberam tratamento de &gua quente, com
destaque para a reducéo de “Cylindrocarpon” spp. O Artigo 2 intitulado “Modelo para
quantificacdo do efeito fisioldgico do tratamento de &gua quente em cultivares de
videira” refere-se a quantificacao através de modelo matematico do efeito da aplicacéo
do tratamento de agua quente sobre a fenologia, brotacdo e emisséo de raiz de seis
cultivares de videira. Foi possivel agrupar as cultivares através de suas respostas as
variaveis analisadas em um anico grupo, o que facilita a utilizacdo da técnica. O Artigo
3 intitulado “Efeito do tratamento de 4gua quente na viabilidade de fungos associados
a doencas de tronco de videira” relata a avaliacdo da sensibilidade de 12 isolados
patogénicos associados a doencas de tronco na videira ao tratamento de agua quente
in vitro. Observou-se diferenca de sensibilidade ao tratamento de 4gua quente entre
os isolados, sendo “Cylindrocarpon” spp., Botryosphaeria spp. e Campylocarpon
fasciculare os mais sensiveis aos tratamentos. O Artigo 4 intitulado “Tratamento de
agua quente no controle de Botryosphaeria spp. inoculada artificialmente em estacas
de videira” trata da avaliacdo de combinacdes de tempo e temperatura de tratamento
de agua quente, definidas com base nos resultados dos artigos 2 e 3, em estacas de
Bordd inoculadas artificialmente com o patdgeno. Observou-se que a combinacéo
necessaria para reduzir a severidade do patdgeno nas estacas foi maior que a
registrada para controlar e inibir totalmente o patégeno in vitro. Conclui-se que o0 uso
do tratamento de 4gua quente € promissor no controle de patégenos causadores de
doencas de tronco na videira no Brasil.

Palavras-chave: declinio e morte de plantas, viveiro, fitopatégenos, tratamento com
agua quente.



Abstract

LERIN, Sabrina. Thermotherapy to control of grapevine trunk diseases
associated fungi. 2017, 114f. Thesis (Doctoral degree) — Postgraduate Program in
Agronomy, Federal University of Pelotas, Pelotas.

The grapevine trunk diseases constitute one of the main obstacles of the world
viticulture, due to the damages and damages caused, from the production of seedlings,
through the establishment and development of the vineyard. The hot water treatment
Is a technique used successfully outside Brazil in the control of these pathogens. The
aim of this study was evaluate the effect of the hot water treatment on propagation
material and on control of grapevine trunk diseases pathogens. The thesis comprises
four articles developed between the years 2014 and 2016 at Embrapa Grape and Wine
and the Federal Institute of Rio Grande do Sul/Campus Bento Goncalves. Article 1
entitled "Survey of fungi associated with plant death in commercial seedlings of vine
with and without hot water treatment" is aimed at verifying the presence of fungi that
cause trunk diseases in commercial vine cuttings from three nurseries: Bento
Gongalves, Garibaldi and Vacaria treated at 50°C for 30 minutes or not, evaluated for
three years. There was a reduction in the incidence of fungi over the years and in the
seedlings that received hot water treatment, especially the reduction of
“Cylindrocarpon”spp. Article 2 entitled “Model for quantifying physiological effect of hot
water treatment on grapevine cultivars” talks about quantification through
mathematical model of the effect of the application of hot water treatment on
phenology, budding and root emission of six grapevine cultivars. It was possible to
group the cultivars through their responses to the variables analyzed in a single group,
which facilitates the technique use. Article 3 entitled “Effect of hot water treatment on
the viability of fungi associated with grapevine trunk diseases” reports the evaluation
of the sensitivity of 12 pathogenic isolates associated with trunk diseases in the
grapevine to hot water treatment in vitro. There was a difference in sensitivity to hot
water treatment among the isolates, being “Cylindrocarpon” spp., Botryosphaeria spp.
and Campylocarpon fasciculare the most sensitive to the treatments. Article 4 entitled
“Hot water treatment in the control of Botryosphaeria spp. artificially inoculated on vine
cuttings” deals with the evaluation of combinations of time and temperature of hot water
treatment, defined based on the results of article 2 and 3, in Bord6 cuttings inoculated
artificially with the pathogen. It was observed that the combination needed to reduce
the severity of the pathogen on the cuttings was greater than that recorded to control
totally inhibit the pathogen in vitro. It is concluded that the use of hot water treatment
is promising in the control of grapevine trunk disease pathogens in vitro and in vivo in
Brazil.

Key-words: Decline and dieback of plants, nursery, phytopathogens and hot water
treatment
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1 Introducgéo Geral

A producédo mundial de uvas em 2014 atingiu 73.7 milhdes de toneladas, tendo
como maiores paises produtores a China, Estados Unidos, Franca e Italia
respectivamente ocupando uma area cultivada de 7.573 mil ha de vinhedos, sendo a
Espanha (1.038 ha) e a China (800 mil ha) os paises com maior area plantada
(PROTAS, 2015).

A producao mundial de vinhos foi estimada em 27 milhdes de litros, liderada
pela Franca, Italia e Espanha. Ja o consumo da bebida no mundo foi estimado em 24
milhdes de litros, tendo como principais paises consumidores os Estados Unidos,
Franca e Italia (PROTAS, 2015).

No Brasil, as primeiras videiras foram trazidas pelos portugueses em 1532 por
Martin Afonso de Souza, mas por falta de conhecimento e condi¢cdes desfavoraveis
de clima, o plantio ndo seguiu adiante. A viticultura somente ganhou importancia
econbmica e progrediu com a chegada dos imigrantes italianos em 1875, que com
conhecimento técnico para o cultivo e elaboracdo de vinhos e com o costume de
consumir a bebida, alavancaram a producdo de uvas finas (Vitis vinifera) e comuns
(Vitis labrusca) principalmente no Sul do Brasil (CAMARGO et al., 2010; IBRAVIN,
2016).

Inicialmente restrita as regifes Sul, a viticultura expandiu-se com o0 avango
técnico-cientifico e consolidou-se como atividade comercial em outros estados como
Sao Paulo e Minas Gerais (CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011) Espirito
Santo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Rondbnia, Ceara e Piaui
(DEBASTIANI et al., 2015) e para o semiarido nordestino com cultivos na regido do
Vale do Sub-Médio Séo Francisco (CAMARGO et al., 2010).

O crescimento do setor e a utilizacdo de novas tecnologias contribuiram para a
consolidagédo da viticultura como uma atividade rentavel economicamente no Brasil
(CAMARGO et al., 2010). Com uma area plantada de 78.553 hectares (IBGE, 2017)
e mais de 1,1 mil vinicolas distribuidas em todo territério nacional, a producéao de
vinhos e derivados é uma atividade consolidada (IBRAVIN, 2017).

A regido Sul corresponde a aproximadamente 75.57% da area total cultivada

com videira. Ocupando 59.367 hectares, esta regido se destaca no cenario nacional
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também pela producéo, que foi de 513.489 t em 2016, ou seja, 52% da producédo
nacional de uvas, que foi de 987.059 t (IBGE, 2017).

Em 2016, o Estado do Rio Grande do Sul foi responsavel por 41.9% da
producado nacional, tendo processado 300.3 milhdes de kg de uvas viniferas, hibridas
e americanas. Esse volume somente processado por empresas gauchas, coloca em
destaque a Serra Gaucha, correspondendo por 85% da produc¢éo nacional de vinhos
(IBRAVIN, 2017; IBGE, 2017).

A importancia da viticultura no Brasil pode ser percebida por meio das seis
IndicagBes de Procedéncia (IP) ja obtidas no pais, de acordo com o Ibravin (2017).
Somente no Rio Grande do Sul existem cinco regides com certificagdo: a IP
Farroupilha que representa a maior area de producdo de uvas moscatéis do Brasil; a
IP Monte Belo caracterizada por vinicolas familiares de pequeno porte e por ser o
municipio com maior producdo de Vitis vinifera per capita; a IP Vale dos Vinhedos
tradicionalmente conhecida pela producéo de varios vinhos e primeira regido do Brasil
a receber certificacdo de denominacdo de origem (DO); a IP Pinto Bandeira com
vocacao para producdo de vinhos finos e espumantes; a IP Altos Montes que
representa a maior area ja certificada no Brasil, com 173,84 Km?, caracterizada por
mao de obra familiar e pequenas propriedades e a IP Vales da Uva Goethe, Unica IP
localizada fora do Rio Grande do Sul, no litoral de Santa Catarina, que destaca-se
pela producéo de vinhos brancos, licorosos e espumantes (IBRAVIN, 2017).

O cultivo da videira é realizado por diferentes categorias de produtores,
incluindo uma parcela significativa de agricultores familiares, que tem na viticultura a
base de seu sustento, resultando em importancia econdmica e social seja pelo numero
de empregos gerados diretamente no cultivo, a industria e comércio e indiretamente
através das oportunidades proporcionadas pelo enoturismo (IBRAVIN, 2017).

Os maiores obstaculos ao crescimento da viticultura séo as pragas e doencas,
em todas as areas vitivinicolas do mundo, que prejudicam tanto a quantidade como a
qualidade do produto final, sendo consideradas limitantes ao desenvolvimento da
atividade (KUHN; NICKEL, 1998).

As doencas de tronco da videira englobam doengas como o Pé-Preto, doenca
de Petri, Esca, podriddo descendente entre outras. Atualmente, o avanco das doencas
do tronco da videira que ocorre na grande maioria dos vinhedos do mundo representa
uma grande ameaca para a Vviticultura e responde por perdas econdmicas
significativas para a industria vinicola (LEVAUSSEUR-GARCIA; MALAURIE;
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MAILHAC, 2016). No Chile, o rapido desenvolvimento da industria vinicola atrelado
ao incremento na demanda de producdo de mudas refletiu na perda de qualidade da
propagacéao de videiras, o que de acordo com Diaz et al. (2009) pode ter contribuido
para a expansao das doencas de tronco.

Desde 1990, vinicolas e viticultores tém registrado perdas na implantagcéo de
vinhedos pela morte de mudas e a presenca de sintomas de declinio das videiras em
plantas jovens (WAITE; MAY, 2005). O acompanhamento de vinhedos com problemas
de declinio evidenciou que muitos fatores estdo envolvidos com o baixo desempenho
das videiras, dentre eles: o estresse induzido na propagacdo do material (defeitos
morfoldgicos, tempo de armazenamento refrigerado, etc.), o estresse na implantacéo
e manejo do vinhedo (preparo inadequado do terreno, irrigacao e nutricdo deficientes
Ou excessivas) e 0s estresses bioldgicos (causados por patégenos, virus, nematoides,
pragas, etc.) merecendo destaque a presenca de patdgenos que atacam o tronco das
videiras e comprometem o sistema vascular (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011).

Conhecidas como declinio de Eutypa ou Eutipiose (Eutypa spp.), doenca de
Petri (Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium spp.), Esca (P.
chlamydospora, Phaeoacremonium spp., Fomitiporia mediterranea e F. australiensis),
podriddo descendente (fungos da familia Botryosphaeriaceae) e declinio de
Phomopsis (Phomopsis viticola), Pé-Preto (“Cylindrocarpon” spp., Campylocarpon
spp.) entre outras, as doencas de tronco na videira sdo um problema que vém
aumentando em intensidade e gravidade na viticultura mundial, acarretando no
declinio lento das plantas, na reducdo da producao e da vida produtiva e aumentando
0os custos de manejo no vinhedo (ALMANCA et al., 2013; HALLEN et al., 2006;
MUTAWILA et al., 2011).

Urbez-Torres et al. (2009) observaram os fungos Lasiodiplodia theobromae,
Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum, Diplodia seriata, D. corticola,
Phomopsis viticola, Eutypella vitis, Diatrypella sp., Truncatella sp. e Pestalotiopsis sp.
associados a plantas de videira com sintoma de declinio na Califérnia (EUA). Os
sintomas sao variaveis, mas geralmente consistem em necrose das folhas, reducéo
do crescimento e da producéo e, em casos mais graves, acarretam na morte das
videiras (NEWSOME, 2012; SURICO, 2009).

Estas doencas atacam os vinhedos em diferentes fases do desenvolvimento
(ABREO et al., 2013). As doencas de Petri e Pé-Preto se manifestam nos primeiros

anos causando reducao de vigor e a morte das plantas, enquanto que a doenca de
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Esca ocorre em vinhedos adultos, causando podriddo no ramo e tronco da videira
(ABREO et al., 2013; URBEZ-TORRES et al., 2012).

No Brasil, Correia et al. (2013) relataram a primeira ocorréncia da espécie P.
chlamydospora no Estado de Pernambuco em cultivares de uva para mesa ‘Isabel’ e
‘Red Globe’. No Rio Grande do Sul, foi registrada a ocorréncia de fungos como
“Cylindrocarpon” spp., Phaeoacremonium spp., Verticillium spp., Botryosphaeria spp.,
Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis, Graphium spp. e Cylindrocladium spp. em
amostras de tronco e de raizes, de cultivares americanas, viniferas e hibridas
(GARRIDO et al., 2004).

Mais recentemente, Almanca et al. (2013) verificaram a ocorréncia de P.
chlamydospora nas cultivares Bordé e Niagara (Vitis labrusca), sugerindo que mais
estudos devem ser efetuados para a confirmacdo das espécies presentes na Serra
Gaulcha. Santos et al. (2013a; 2013b e 2014) realizaram o primeiro relato da
ocorréncia de llyonectria macrodidyma, I. robusta e “Cylindrocarpon” pauciseptatum
em videiras que apresentaram sintomas de declinio do Rio Grande do Sul. No Sudeste
do Brasil, no estado de Sdo Paulo, também foram detectados patdégenos associados
a doenca de Petri: Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum e
Phialemonium dimorphosporum em videiras da cultivar Nidgara Rosada (FERREIRA
et al., 2013a; 2013b).

Segundo Van Niekerk et al. (2011) a principal forma de penetracdo destes
fitopatdgenos é através de ferimentos realizados durante a poda. Devido a existéncia
deste potencial de penetracao, ha a necessidade de uma protecéo destes ferimentos,
seja com a aplicacdo de fungicidas quimicos ou biolégicos.

Além dos ferimentos da poda, os fitopatbgenos também podem infectar as
videiras no processo de propagacdo, através do ferimento causado pela enxertia e
também por meio da multiplicacdo de material contaminado proveniente de plantas
matrizes infectadas (AROCA et al., 2010).

Halleen et al. (2003) verificaram mudas de videiras provenientes de viveiros
comerciais na Africa do Sul quanto & presenca de patdgenos causadores de doencas
de tronco, encontrando principalmente patégenos associados a doenca de Petri do
género Phaeoacremonium spp. e Phaeomoniella chlamydospora em mudas
aparentemente sadias. Patégenos do género “Cylindrocarpon” spp. associados a

doenca do Pé-Preto também foram encontrados nas mudas analisadas, o que
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segundo os autores pode justificar a baixa sobrevivéncia das mudas quando plantadas
a campo.

No Brasil, em um levantamento sobre a qualidade fitossanitaria e morfolégica
de mudas de videiras comerciais de ‘Bordd’ enxertadas sobre ‘Paulsen 1103’ feito por
Grohs et al. (2015) foram encontrados fungos dos géneros Botryosphaeria spp.,
“Cylindrocarpon” spp. e Phaeoacremonium spp.

Em termos de material de propagacdo e vinhedos recém implantados, os
fungos associados as doencas de tronco sdo considerados os patégenos mais
agressivos (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011). Testes realizados por Rolshausen et al.
(2010) avaliaram o potencial de infeccdo de nove fungos associados as doencas de
tronco, verificando que Togninia minima, Phaeoacremonium parasiticum e
Pleurostomophora richardsiae foram mais efetivos na infeccdo de ferimentos em
videiras da cultivar Chardonnay (vinhedo com 32 anos) quando comparados com E.
lata e P. chlamydospora.

Diaz et al. (2009) observaram que a presenca de P. chlamydospora e
Phaeoacremonium aleophilum afetou a qualidade dos portaenxertos ‘Paulsen 1103,
101-14 MG’, ‘3309 C’, ‘Kober 5BB’ e ‘SO4’ havendo diferenca de suscetibilidade entre
0s portaenxertos avaliados quanto aos patégenos, com reducao do desenvolvimento
do calo, da emisséo de raiz e da brotagao.

Pitt et al. (2010) e Van Niekerk et al. (2011) relatam que a distribuicdo dos
sintomas causados pela presenca dos patdgenos € influenciada pelo clima. Isso faz
com que um patégeno se sobressaia em relacdo aos outros em determinadas regides,
0 que segundo Aroca e Raposo (2009) demonstra a variabilidade existente de um
local para outro.

Com a descoberta e identificacao dos patdgenos associados a morte de plantas
nas mais variadas regides viticolas, diferentes técnicas tém sido avaliadas para
controlar ou minimizar a campo e nos viveiros 0os danos causados por esses
fitopatdgenos. Entre estas estdo a utilizacdo de controle fisico (GRAMAJE;
ARMENGOL, 2012), quimico (GRAMAJE et al., 2009) e bioldgico (KOTZE et al.,
2011).

Uma das alternativas para o manejo das doencas de tronco é a termoterapia,
através do tratamento com agua quente, a qual é amplamente utilizada no material

propagativo de diversas espécies vegetais para controlar pragas, doengas e virus,
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como por exemplo, em azaleia (COPES; BLYTHE, 2011), batata-doce (MERVAT,
ASHOUB, 2009) e em videira (BAYATI et al., 2011).

Segundo Waite et al. (2013) diversos estudos tém sido realizados para avaliar
o efeito da aplicacédo de tratamento térmico, de curta ou longa duracdo, em material
propagativo de videiras sobre os patdégenos associados as doencas de tronco. A
realizacdo de tratamento térmico com a temperatura de 50°C por 30 minutos se tornou
uma pratica comum entre 0s viveiros em muitos locais, tendo como resultado a
reducdo da incidéncia dos patégenos associados as doencas de tronco (SERRA et
al., 2011).

A diversidade e variabilidade genética de fungos associados as doencas de
tronco juntamente com as condi¢des climaticas de cada regido, permitiram demonstrar
que temperaturas superiores a 50°C podem ser mais eficazes na erradicacdo de
determinados patégenos em material propagativo em regiées mais quentes, como em
estudos realizados em Valencia, na Espanha por Gramaje et al. (2009b), e Gramaje e
Armengol, (2012) ou o contrario, que temperaturas inferiores a 50°C podem ser
eficazes na reducéo de patdgenos em regides mais frias, como na Nova Zelandia
(BLEACH et al., 2013).

Ensaios in vitro tém sido conduzidos para verificar quais sdo as combinacoes
de tempo e temperatura que efetivamente inibem o crescimento de patégenos
associados as doencas de tronco. Experimentos conduzidos Whiting et al. (2001)
demonstraram que Phaeoacremonium spp. € Phaeomoniella chlamydospora né&o
foram inativados quando submetidos a temperatura de 37°C, no entanto depois de 15
minutos a 51°C a germinacéo conidial foi inibida.

Gramaje et al. (2010) relataram que o atual protocolo de tratamento térmico a
50°C por 30 minutos pode ser suficiente para controlar “Cylindrocarpon” spp.,
entretanto ndo é suficiente para controlar Cadophora luteo-olivacea e
Phaeoacremonium spp. Testes in vitro realizados por Bleach et al. (2013) com trés
espécies de “Cylindrocarpon”, demonstraram que temperaturas inferiores a 50°C
foram efetivas para inibir o crescimento dos patégenos.

Entretanto, estudos demonstraram que o tratamento térmico a 50°C por 30
minutos pode nao ser eficiente para todos os patdégenos associados as doencas de
tronco, como ja reportado por Serra et al. (2009) e Habib et al. (2009) e pode danificar
as mudas de videira (BLEACH et al., 2009; HABIB et al., 2009), o que, segundo Waite
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e Morton (2007) sugere que a tolerancia das plantas e dos patdgenos ao tratamento
térmico pode ser influenciada pelo clima no qual as plantas estdo se desenvolvendo.

Como descrito anteriormente, o tratamento térmico pode influenciar a
viabilidade e a qualidade do material vegetativo e esse efeito segundo Waite e May
(2005) pode variar com diversos fatores: cultivar, condicdes de crescimento e
desenvolvimento da planta matriz, tipo de material utilizado pelo viveiro (estacas ou
mudas enraizadas), condi¢cdes de armazenamento, hidratacdo das estacas antes do
plantio e com as condi¢cBes de crescimento apds a formacéo do calo.

Embasando-se pelo aumento da frequéncia de vinhedos com problemas de
morte de plantas associado a presenca de fungos causadores de doencas de tronco
na Serra Gaucha (SILVA; HECKLER; SANTOS, 2016) e pelos conhecimentos e
experiéncias até hoje relatados sobre o uso de tratamento térmico no controle de
patbgenos associados as doencas de tronco no mundo, torna-se imprescindivel
avaliar o efeito do uso desta técnica sobre 0s principais patdogenos e espécies viniferas
cultivadas aqui no Brasil.

Assim, o objetivo geral do trabalho foi avaliar a utilizacdo do tratamento térmico
no processo de producdo de mudas como método de controle de fitopatégenos

associados as doencas de tronco em videiras no Sul do Brasil.
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2 Projeto de Pesquisa
(Projeto original aprovado pelo colegiado do Programa de Pds-graduacdo em

Agronomia da UFPel em 2014).

2.1 Titulo: Tratamento térmico no controle de fungos associados a doencas de
tronco no Sul do Brasil

2.2 Resumo

Uma das maiores barreiras nas &reas vitivinicolas do mundo séo as pragas e
doencas, que restringem o desenvolvimento da atividade e comprometem tanto a
qguantidade como a qualidade do produto final. As doengas causadas por fungos tem
grande importancia na viticultura devido a reducdo qualitativa e quantitativa de
producdo. Um complexo de doengas de tronco tem reduzido a vida util de vinhedos
em todo o mundo e mais recentemente prejudicado a producdo de material
propagativo e o estabelecimento de vinhedos novos no Brasil. Essas doengas
proporcionam declinio lento das plantas, reduc¢do da producdo, diminuicdo da vida
produtiva das plantas e aumento dos custos de manejo no vinhedo. Estratégias de
controle utilizando fungicidas, controle biolégico e tratamento térmico tem sido
avaliadas e empregadas no combate as doencas de tronco no mundo inteiro, mas no
Brasil esse tema é recente. Assim, com base na caréncia de informacdes sobre este
assunto o presente projeto se propde a avaliar a utilizacdo do tratamento térmico no
controle de patdgenos associados as doencas de tronco no processo de producao de
mudas.

Palavras-chave: morte de plantas, viveiro, fitopatégenos, replantio, termoterapia.

2.3 Justificativa

Verifica-se 0 aumento da frequéncia de vinhedos com problemas de morte de
plantas associadas as doencas de tronco. Os sintomas podem variar com a cultivar,
portaenxerto, manejo de solo e da planta, bem como de regido para regiao, no entanto,
vinhedos jovens com a presenca fitopatbgenos e pragas apresentam crescimento
reduzido, menor vigor, entrends curtos, folhas com necrose ou cloréticas e declinam
até a morte dos tecidos.

As doencgas de tronco da videira sdo um problema relatado nas regides viticolas
de todo mundo e também no Brasil, no entanto, por se tratar de um problema recente
para a vitivinicultura brasileira, existem poucos estudos sobre estas doencas e
principalmente sobre seu controle. Sendo assim, é indispensavel avaliar estratégias

de controle que permitam para minimizar os problemas de morte plantas, sobretudo
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em material propagativo, que é a base para a implantagdo de um vinhedo, que sejam
de facil execucdo, eficientes e viaveis economicamente.

Prevenir € a forma mais econémica para tratar o problema de morte de plantas
e é com base nesta premissa que o presente projeto propde estudar e avaliar 0 uso
do tratamento térmico no controle de patégenos em material propagativo.

O desenvolvimento deste projeto proporcionara informacfes acerca do uso do
tratamento térmico como uma ferramenta de controle dos patdogenos associados as
doencas de tronco no processo de producdo de mudas de videiras, a fim de obter
material propagativo sadio e de qualidade.

A principal contribuicéo cientifica deste projeto sera a obtencéo de informacgdes
basicas que permitam a utilizacdo do tratamento térmico na producédo de mudas por
viticultores e viveiristas do Brasil, possibilitando a implantacdo ou o replantio de areas
com material isento de patdgenos associados as doencas de tronco. Ademais, as
informacdes obtidas serdo divulgadas em eventos técnico-cientificos e

disponibilizadas para técnicos da area e viticultores.

2. 4 Hipotese

O uso de tratamento térmico no processo de producdo de mudas pode eliminar
a presenca de patégenos associados as doencas de tronco.

A utilizacdo de tratamento térmico antes do plantio das mudas de videiras no
campo pode eliminar fitopatdgenos e pragas presentes na parte externa e interna da

muda.
2.5 Objetivo Geral
Avaliar a utilizacdo do tratamento térmico no processo de producdo de mudas

como método de controle de fitopatdgenos associados as doencas de tronco em

videiras no Sul do Brasil.
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2.5.1 Objetivos Especificos

Determinar combinacbes de tempo e temperatura para controlar
Phaeomoniella chlamydospora, “Cylindrocarpon” spp. e Botryosphaeria dothidea, trés
dos principais patégenos associados ao declinio da videira.

Avaliar o comportamento de diferentes cultivares de videiras submetidas a
tratamento térmico.

Avaliar a eficiéncia de diferentes tempos e temperaturas de tratamento térmico
no controle de patdgenos associados ao declinio da videira em material de

propagacéo que nao prejudiquem a qualidade fisiolégica das mudas.

2.6 Metas

Definir uma ou mais combina¢cfes de tempo e temperatura de tratamento
térmico que nao prejudique a viabilidade e qualidade das mudas de videira.

Definir uma ou mais combinacbes de tempo e temperatura de tratamento
térmico que controlem Phaeomoniella chlamydospora, “Cylindrocarpon” spp. e

Botryosphaeria dothidea, patdégenos associados as doencas de tronco.

2.7 Reviséo Bibliografica

No Brasil a producéo de uvas esta distribuida do Sul do Rio Grande do Sul até
o Nordeste brasileiro, representado pelo Vale do Rio Sdo Francisco. Algumas sao
regides viticolas tradicionais no cultivo da uva e outras iniciaram o0s cultivos
recentemente, no entanto, cada regido produtora possui um diferencial pertinente as
condi¢des climaticas e oportunidades oferecidas por sua localizacdo e mercado
(IBRAVIN, 2014).

Na safra de 2013 a area brasileira plantada com videiras somou 81.607
hectares com a producéo de 1.412.854 toneladas. A regido Sul que compreende 0s
estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul detém 61.748 hectares, cerca
de 75% do total da area nacional cultivada com videiras. O Rio Grande do Sul é
responsavel por uma producdo de 808.267 toneladas, correspondente a 57% da
producéo nacional (IBGE, 2014).
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A importancia econémica e social da vitivinicultura advém do ndmero de
empregos gerados diretamente no cultivo, das divisas provenientes da exportacao da
uva de mesa, ou indiretamente, através do negocio do enoturismo que se encontra
associado a cultura. Além disso, cabe ressaltar que a videira é cultivada por diferentes
estratos de produtores englobando significativa parcela de agricultores de base
familiar, sendo fundamental para a fixagcao destes no campo.

Desde 1990, vinicolas e viticultores tem registrado perdas na implantacéo de
vinhedos pela morte de mudas e a presenca de sintomas de declinio das videiras em
plantas jovens. Estudos demonstraram que muitos fatores estdo envolvidos com o
baixo desempenho das videiras, entre eles, a presenca de fungos que atacam o tronco
das videiras e comprometem o sistema vascular foi apontada como uma das principais
causas do problema (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011). O rapido desenvolvimento da
industria vinicola, e o incremento na demanda de producdo de mudas refletiram na
perda de qualidade da propagacao de videiras (DIAZ et al. 2009).

As doencas de tronco na videira sdo um problema que vem aumentando em
intensidade e gravidade na viticultura mundial MUTAWILA et al., 2011). Varios fungos
sdo associados ao problema, como por exemplo, Botryosphaeria spp.,
“Cylindrocarpon”spp. Eutypa lata, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium
aleophilum, Phomopsis viticola entre outros. Urbez-Torres et al. (2009) observaram os
fungos Lasiodiplodia theobromae, Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum,
Diplodia seriata, Diplodia corticola, Phomopsis viticola, Eutypella vitis, Diatrypella spp.,
Truncatella spp., Pestalotiopsis uvicola e Pestalotiopsis spp. associados a plantas de
videira com sintoma de declinio na Califérnia.

Os sintomas séo variaveis, mas geralmente consistem em necrose das folhas,
reducado do crescimento e da producdo e em casos mais graves acarretam na morte
das videiras (SURICO, 2009; NEWSOME, 2012).

Estas doencas atacam os vinhedos em diferentes fases de desenvolvimentos.
As doencas de Petri e Pé Preto se manifestam nos primeiros anos causando reducéo
de vigor e a morte das plantas, enquanto a doenca de Esca aparece no vinhedo adulto,
causando podriddo no ramo e tronco da videira (URBEZ-TORRES et al., 2011,
ABREO et al., 2013).

No Brasil, Correia et al. (2013) relataram a primeira ocorréncia da espécie
Phaeomoniella chlamydospora no Estado de Pernambuco em cultivares de uva para

mesa. No Rio Grande do Sul, um trabalho realizado por Garrido et al. (2004), verificou
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a ocorréncia de fungos como “Cylindrocarpon” spp., Phaeoacremonium sp.,
Verticillium spp., Botryosphaeria spp., Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis,
Graphium spp. e Cylindrocladium spp. em amostras de tronco e de raizes, de
cultivares americanas, viniferas e hibridas. Mais recentemente, Almanca et al. (2013)
verificaram evidéncias morfologicas de P. chlamydospora nas cultivares Bordd e
Niadgara (Vitis labrusca) sugerindo que mais estudos devem ser efetuados para a
confirmacédo das espécies presentes na Serra Gaucha e Santos et al. (2013a; 2013b
e 2014) fizeram o primeiro relato da ocorréncia de llyonectria macrodidyma, llyonectria
robusta e “Cylindrocarpon” pauciseptatum em videiras que apresentaram sintomas de
declinio do Rio Grande do Sul.

Segundo Van Niekerk et al. (2011), em trabalho realizado na Africa do Sul, a
principal forma de penetracdo destes fitopatdgenos é atraveés de ferimentos realizados
durante a poda. Devido a existéncia deste potencial de penetracdo h4 a necessidade
de uma protecao destes ferimentos, seja com fungicidas quimicos ou biolégicos. Estes
autores verificaram que os ferimentos permanecem suscetiveis a penetracdo de
fitopatdgenos por pelo menos trés semanas apds a poda e que os ferimentos
realizados mais tarde durante o inverno sdo mais suscetiveis que os realizados mais
cedo.

Além dos ferimentos da poda, os fitopatogenos também podem infectar as
videiras no processo de propagacéo, através do ferimento causado pela enxertia e
também por meio da multiplicacdo de material contaminado proveniente de plantas
matrizes infectadas (AROCA et al., 2010). Em termos de material de propagacao e
vinhedos recém implantados, os fungos associados as doencas de tronco sao
considerados os patdgenos mais agressivos (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011).

Testes realizados por Rolshausen et al. (2010) avaliaram o potencial de
infeccdo de nove fungos associados as doencas de tronco, verificando que Togninia
minima, Phaeoacremonium parasiticum e Pleurostomophora richardsiae foram mais
efetivos na infeccdo de ferimentos em videiras da cultivar Chardonnay quando
comparados com Eutypa lata e Phaeomoniella chlamydospora. Diaz et al. (2009)
observaram que a presenca de Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium
aleophilum afetaram a qualidade dos portaenxertos Paulsen 1103, 101-14 MG, 3309
C, Kober 5BB, SO4 havendo diferenca de suscetibilidade entre os portaenxertos

avaliados gquanto aos patdgenos.
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Pitt et al. (2010) e Van Niekerk et al. (2011) relatam que a distribuicdo dos
sintomas causados pela presenca dos patdgenos parece ser influenciada pelo clima,
fazendo com que um patdgeno se sobressaia em relacdo aos outros em determinadas
regides, o que segundo Aroca e Raposo (2009) demonstra a variabilidade existente
de um local para outro, além da diferenca de sensibilidade entre as cultivares.

Com a descoberta e identificacdo dos patdogenos associados a morte de plantas
nas mais variadas regides viticolas, diferentes técnicas tém sido avaliadas para
controlar ou minimizar a campo e nos viveiros 0s danos causados por esses
fitopatbgenos, como por exemplo, a utilizagdo de controle fisico, por meio de
tratamento térmico com 4gua (GRAMAJE; ARMENGOL, 2012), controle quimico com
o uso de fungicidas (GRAMAJE et al., 2009b) e controle bioldgico, com o uso de
Trichoderma (KOTZE et al., 2011).

A termoterapia € uma técnica amplamente difundida, sendo aplicada na pés-
colheita de frutos, como por exemplo, na ma¢d (AMIRI; POMPEIX, 2011;
JAFARPOUR; FATEMI, 2012) e em material propagativo de diversas espécies
vegetais para controlar de pragas, doencas e virus, como por exemplo, em azaleia
(COPES; BLYTHE, 2011), batata-doce (MERVAT; ASHOUB, 2009) e em videira
(BAYATI et al., 2011).

Segundo Waite et al. (2013) diversos estudos tém sido realizados para avaliar
o efeito da aplicacédo de tratamento térmico, de curta ou longa duracdo, em material
propagativo de videiras sobre os patégenos associados as doencas de tronco. A
realizacdo de tratamento térmico com a temperatura de 50°C por 30 minutos se tornou
uma pratica comum entre os viveiros em muitos locais, tendo como resultado a
reducdo da incidéncia dos patégenos associados as doencas de tronco (SERRA et
al., 2011).

Entretanto, estudos demonstraram que o tratamento térmico a 50°C por 30
minutos pode ndo ser eficiente para todos os patdégenos associados as doencas de
tronco, como ja reportado por Serra et al. (2009) e Habib et al. (2009) e pode danificar
as mudas de videira (BLEACH et al., 2009; HABIB et al., 2009), o que segundo Waite
e Morton (2007) sugere que a tolerancia das plantas e dos patdgenos ao tratamento
térmico pode ser influenciada pelo clima no qual as plantas estdo se desenvolvendo.

Como descrito anteriormente, o tratamento térmico pode influenciar a
viabilidade e a qualidade do material vegetativo e esse efeito segundo Waite e May

(2005) pode variar com diversos fatores: cultivar, condigcbes de crescimento e
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desenvolvimento da planta matriz, tipo de material utilizado pelo viveiro (estacas ou
mudas enraizadas), condi¢coes de armazenamento, hidratacdo das estacas antes do
plantio e com as condi¢cBes de crescimento apds a formacéo do calo.

A diversidade e variabilidade genética de fungos associados as doencas de
tronco juntamente com as condic¢des climaticas de cada regido permitiram demonstrar
que temperaturas superiores a 50°C podem ser mais eficazes na erradicacdo de
determinados patdgenos em material propagativo em regiées mais quentes, como em
estudos realizados em Valencia, na Espanha por Gramaje et al. (2009), e Gramaje e
Armengol, (2012) ou o contrario, que temperaturas inferiores a 50°C podem ser
eficazes na reducdo de patdégenos em regides mais frias, como na Nova Zelandia
(BLEACH et al., 2013).

Ensaios in vitro tém sido conduzidos para verificar quais sao as combinacdes
de tempo e temperatura que efetivamente inibem o crescimento de patégenos
associados as doencas de tronco. Experimentos conduzidos Whiting et al. (2001)
demonstraram que Phaeoacremonium spp. € Phaeomoniella chlamydospora né&o
foram inativados quando submetidos a temperatura de 37°C, no entanto depois de 15
minutos a 51°C a germinacg&o conidial foi inibida.

Gramaje et al. (2010) relatam que o atual protocolo de tratamento térmico a
50°C por 30 minutos pode ser suficiente para controlar “Cylindrocarpon” spp.,
entretanto ndo ¢é suficiente para controlar Cadophora luteo-olivacea e
Phaeoacremonium spp. Testes in vitro realizados por Bleach et al. (2013) com trés
espécies de “Cylindrocarpon”, demonstraram que temperaturas inferiores a 50°C
foram efetivas para inibir o crescimento dos patégenos.

Fundamentando-se pelos conhecimentos e experiéncias até hoje relatados
sobre o uso de tratamento térmico no controle de patdégenos associados as doencas
de tronco no mundo, torna-se imprescindivel avaliar o efeito do uso desta técnica

sobre os principais patdégenos e espécies viniferas cultivadas aqui no Brasil.

2.8 Material e Métodos

O projeto sera desenvolvido a partir de uma parceria entre a Universidade

Federal de Pelotas com a Embrapa Uva e Vinho e o Instituto Federal de Educacéo,

Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul — Campus Bento Gongalves (IFRS-BG).
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O projeto serd dividido em quatro experimentos. O primeiro experimento
consistira da avaliacdo do comportamento de diferentes cultivares de uva e
portaenxertos submetidos a diferentes combinacdes de tempo e temperatura de
tratamento térmico. O segundo experimento sera realizado para verificar a sanidade
de mudas prontas para a comercializacdo e o efeito do tratamento térmico nestas
mudas. O terceiro experimento avaliara diferentes combinacdes de tempo e
temperatura para controlar fungos associados ao declinio da videira in vitro. O quarto
experimento consistird da avaliacao de diferentes combinac¢des de tratamento térmico
obtidas a partir do primeiro e do terceiro experimento no controle de fungos inoculados

artificialmente.

2.8.1 Experimento 1 - Avaliacdo do comportamento de diferentes cultivares de

uva submetidas ao tratamento térmico

O objetivo do experimento é avaliar o comportamento de diferentes espécies
de videiras quando submetidas ao tratamento térmico, quanto aos aspectos
fisiolégicos da planta.

Os tratamentos consistirdo da combinacéo de trés temperaturas (50°C, 53°C e
55°C) com trés intervalos de tempo (30, 45 e 60 minutos), mais o fator com e sem
hidratacdo das estacas antes da realizacdo do tratamento térmico por 30 minutos,
totalizando 20 tratamentos, como pode ser observado na tabela 1.

Serdo submetidas ao tratamento térmico os portaenxertos Paulsen 1103 (Vitis
berlandieri x Vitis rupestris), SO4 (Vitis berlandieri x Vitis riparia) e IAC 572 (Vitis
tillifolia x “101-14Mgt’) e as cultivares Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera), Bordd (Vitis
labrusca) e Moscato Embrapa (originaria do cruzamento entre as cultivares Couderc
13 x July Muscat, caracterizando-a como uma cultivar hibrida interespecifica).

O material propagativo sera oriundo de vinhedos considerados sadios. As
estacas que serdo utilizadas no experimento serdo coletadas e mantidas em camara
fria até a realizacdo dos tratamentos. Todas as estacas utilizadas serdo hidratadas
durante 24 horas antes da realizacdo dos tratamentos.

As estacas correspondentes aos tratamentos com hidratacdo antes da
realizagdo do tratamento térmico serdo colocadas em um tanque contendo agua na
temperatura de 25°C por 30 minutos enquanto as demais serdo mantidas em uma

area reservada até a realizacdo do tratamento.
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Tabela 1 — Descricdo dos tratamentos a serem realizados em estacas de seis cultivares de videira.

Tratamento Descricdo
T1 Testemunha sem hidratacao
T2 Testemunha com hidratacdo por 30 minutos
T3 Hidratac&o + 50° C por 30 minutos
T4 Sem hidratacéo + 50° C por 30 minutos
T5 Hidratacdo + 50° C por 45 minutos
T6 Sem hidratacéo + 50° C por 45 minutos
T7 Hidratac&o + 50° C por 60 minutos
T8 Sem hidratagéo + 50° C por 60 minutos
T9 Hidratag&o + 53° C por 30 minutos
T10 Sem hidratagéo + 53° C por 30 minutos
T11 Hidratag&o + 53° C por 45 minutos
T12 Sem hidratagéo + 53° C por 45 minutos
T13 Hidratag&o + 53° C por 60 minutos
T14 Sem hidratagéo + 53° C por 60 minutos
T15 Hidratag&o + 55° C por 30 minutos
T16 Sem hidrata¢édo + 55° C por 30 minutos
T17 Hidratagéo + 55° C por 45 minutos
T18 Sem hidratag¢édo + 55° C por 45 minutos
T19 Hidratag&o + 55° C por 60 minutos
T20 Sem hidratag¢éo + 55° C por 60 minutos

ApoOs a realizacdo do tratamento térmico todos os tratamentos serdao imersos
em um tanque contendo agua em temperatura ambiente com 2,5% de hipoclorito para
finalizar o efeito do tratamento térmico por trinta minutos. Apés a realizacdo dos
tratamentos, as estacas serdo deixadas escorrer na sombra ao ar livre até que néo
haja mais umidade na superficie das estacas e serdo plantadas em canteiro coberto
com lona plastica a campo.

Cada tratamento sera composto por 20 estacas que serdo avaliadas
semanalmente quanto a brotagéo, acompanhando-se a fenologia e o crescimento das
brotacdes e por fim sera realizada a avaliacdo do sistema radicular, contabilizando-se

0 numero de raizes e o comprimento médio.
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2.8.2 Experimento 2 - Avaliagédo da sanidade de mudas comerciais e verificagao
do efeito de tratamento térmico

Este experimento tem por objetivo verificar a sanidade das mudas de videiras
comercializadas e avaliar a influéncia do tratamento térmico na sanidade de mudas
de videira prontas para comercializacao. O experimento sera dividido em duas etapas.

A primeira etapa consistird da avaliacdo do estado sanitario das mudas de
videiras. Viveiristas da regido da Serra Gaucha serdo os fornecedores das mudas a
serem utilizadas no experimento. Cada viveiristas ir4 fornecer 60 mudas de videiras,
destas 10 serdo destinadas para a avaliagdo da incidéncia de patégenos associados
ao declinio da videira, por meio de isolamento em laboratdrio.

Os sintomas internos serdo registrados através de fotografias, obtendo-se
desta forma um banco de dados com diferentes sintomas que depois serao
correlacionados com os fitopatdgenos isolados. As fotografias das secfes de tronco
serdo utilizadas para identificar e comparar os diferentes sintomas internos e 0s
fungos isolados correlacionados com os sintomas (WHITE et al. 2011).

A desinfeccdo das amostras sera feita através da imersdo da amostra na
sequéncia de solugdes: etanol 70%, por 30 segundos, hipoclorito de sédio 3,5% por 2
minutos e novamente em etanol 70% por 30 segundos. Depois da desinfestagdo, com
o auxilio de um bisturi, pequenos fragmentos da regido sintomatica serdo retirados
para a inoculacdo em placas de Petri, com o meio BDA (batata-dextrose-agar)
comercial. Serdo colocados quatro fragmentos em cada placa, com trés repeticoes.
As placas serdo incubadas em uma camera BOD, a 25°C, em fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro, diariamente, ser4 observado o crescimento o crescimento das colonias
(ALMANCA et al., 2013).

Com o crescimento das col6nias de fungos, havera a repicagem individual de
cada patégeno em novas placas de Petri contendo meio BDA para crescimento e
desenvolvimento da colénia. A identificacdo dos fitopatdgenos sera baseada nas
caracteristicas morfoldgicas da colénia, (tamanho, forma, cor e velocidade de
crescimento) e do esporo do fungo (chave de identificacéo) de acordo com (ESKALEN
et al., 2007; GIMENEZ-JAIME et al., 2006).

Havendo necessidade de comprovacdo da espécie serd realizada a
identificacdo por analise molecular através da utilizacdo de PCR (Reacdo em cadeia

de polimerase) para confirmacado das espécies. Todos os fitopatdgenos isolados serao
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armazenados pelo método de Castellani em agua destilada esterilizada. A
identificacdo contara com o apoio do pesquisador Francois Halleen do ARC Infruitec-
Nietvoorbij, Stellenbosch, Africa do Sul.

Na segunda etapa do experimento, as 50 mudas de videiras restantes seréo
hidratadas por 30 minutos e divididas em dois grupos de 25 plantas, onde um grupo
sera submetido a tratamento térmico na temperatura de 50°C por 30 minutos e o outro
grupo nao recebera nenhum tratamento. As mudas serdo plantadas em vasos de 5
litros contendo substrato esterilizado e acondicionadas em estufa onde seréo
avaliadas semanalmente quanto ao desenvolvimento vegetativo.

Para verificar o efeito do tratamento térmico apdés um ano de crescimento 10
mudas de cada tratamento (com e sem tratamento térmico) serao retiradas dos vasos
para averiguar a presenca ou nao de patégenos, bem como seréo feitas avaliacdes
sobre a manifestacdo de sintomas e sinais na parte area (ao longo do periodo de
desenvolvimento) e do sistema radicular quando as mudas forem arrancadas para
isolamento. As 15 mudas de videiras restantes serdo mantidas por mais um ano para
gue sejam realizadas as mesmas avaliacbes. Os isolamentos serdo realizados

seguindo a metodologia descrita acima.

2.8.3 Experimento 3 - Avaliagcdo de diferentes combinagcbes de tempo e
temperatura para inibir o crescimento de fungos associados ao declinio da

videira in vitro

Neste experimento serdo selecionados 3 patégenos associados ao declinio da
videira (Phaeomoniella chlamydospora, “Cylindrocarpon” spp. e Botryosphaeria
dothidea) previamente isolados a partir de vinhedos com sintomas de declinio na
regido da Serra Gaucha e estes serdo submetidos a diferentes combinacdes de tempo
e temperatura in vitro para determinar a curva de crescimento dos diferentes
patdgenos em resposta ao tratamento térmico simulado.

Serdo testadas combinagdes de 7 temperaturas variando de 5°C em 5°C,
iniciando em 30°C até 60°C, mais a temperatura de 25°C que é a temperatura de
crescimento normal dos fungos (tratamento controle), e 7 intervalos de tempo de
exposicdo, variando de 10 em 10 minutos iniciando em 10 até 120 minutos de

exposicao, totalizando 49 tratamentos.
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Para a realizacdo do experimento os 3 fungos isolados selecionados seréo
repicados e colocados em uma cadmara BOD a 25°C para crescimento e
desenvolvimento da col6nia. Apos serao retirados 4 pequenos fragmentos da colénia
de cada um dos fungos (4mm) e colocados em microtubos onde serdo submetidos
aos diferentes tratamentos em um pequeno tanque de tratamento. Quando retirados
do tanque os microtubos serdo imediatamente colocados em um recipiente contendo
agua na temperatura ambiente por 5 minutos, para finalizar o processo de
aguecimento, seguindo a metodologia adaptada de Gramaje et al, 2010.

Em seguida ao tratamento térmico os pequenos pedacos da coldnia serdo
plaqueados em placas de Petri contendo meio BDA comercial e incubados a 25°C,
em fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, com 5 repeticbes para cada tratamento. A
avaliacao consistira na medic&o do crescimento da colénia com auxilio de paquimetro,
pelo periodo de 4 semanas, onde seréo feitas medidas perpendiculares de diametro
do crescimento da colonia (metodologia adaptada de GRAMAJE et al., 2010). O efeito
do tratamento térmico sera determinado pela média da porcentagem de crescimento

dos isolados comparado com a média do controle.

2.8.4 Experimento 4 — Avaliagdo do efeito do tratamento térmico sobre fungos
associados ao declinio da videira inoculados artificialmente

Neste experimento serd avaliado o efeito de diferentes combinacdes de
tratamento térmico no controle de fungos associados ao declinio da videira inoculados
artificialmente.

A partir dos resultados dos experimentos 1 e 3, onde ao menos 3 combinacgdes
de tempo e temperatura eficientes no controle dos patégenos e nado prejudiciais as
espécies viniferas serdo definidas, propfe-se avaliar o efeito do tratamento térmico
na inoculacao artificial de patdgenos.

Para a realizagcdo do experimento serdo utilizadas estacas dos mesmos
portaenxertos e cultivares utilizados nos experimentos anteriores, que serao
inoculadas artificialmente com suspensdes conidiais de cada um dos trés fungos

Phaeomoniella chlamydospora, “Cylindrocarpon” spp. e Botryosphaeria dothidea.
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As estacas serao inoculadas imergindo-se em uma suspensao de esporos por
aproximadamente 7 a 10 segundos, tempo suficiente para uma uniforme inoculagcao
através do sistema vascular (GRAMAJE et al., 2009a).

2.9 Previsao Orcamentaria

2.9.1 - Materiais de Consumo:

' Preco unit Custo total
Descricao Un. Qnt.
(R$) (R$)
Botas de borracha Un. 1 50,00 50,00
Tesoura de poda Un. 1 50,00 50,00
Meio BDA (500 g) Un. 10 200,00 2000,00
Placas de Petri Un. 5000 0,40 2000,00
Laminas de bisturi Un. 50 0,60 30,00
Cabo de bisturi Un. 3 20,00 60,00
Material de escritério Un. 500,00 500,00
Material de laboratorio geral Un. 2000,00 2000,00
Combustivel e lubrificantes Un. 3500,00 3500,00
Etiquetas de identificacéo Un. 200,00 200,00
Tinta para impressora Un. 6 100,00 600,00
Subtotal 11.005,00
Preco unit Custo total
Reagentes Un. Qnt.
(R$) (R$)
Alcool 96° GL L 20 3,70 74,00
Hipoclorito de sédio 2,5 % L 20 5,50 110,00
Subtotal 184,00
2.9.2 - Material Permanente Disponivel
. Preco un. Custo total
Descricao Un. Qnt.
(R$) (R$)
Eppendorf 1,5ml un. 35,00 35,00

Subtotal 35,00
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_ Preco unit Custo total
Descricéo Un. Qnt.
(R9$) (R$)
Fotocépias Un. 200 0,15 30,00
Passagem aérea para congresso Un. 2 1000,00 2000,00
Diarias nacionais Un. 20 180,00 3600,00
Manutenc&o de area experimental un. 4500,00 4500,00
Inscricdo em eventos cientificos Un. 2 300,00 600,00
Subtotal 10.730,00
2.9.4 CUSTO TOTAL
Descricédo Valor (R$)
Material de consumo @ 11.189,00
Material de permanente 35,00
Outros servigos P 10.730,00
Imprevistos (10% do @ e ?) 2.191,90
Total 24.145,90
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3 Relatorio de Campo

As atividades aqui relatadas foram desenvolvidas a partir do segundo semestre
de 2014 até o segundo semestre de 2016, nas dependéncias da Embrapa Uva e Vinho
de Bento Gongalves (com especial ajuda do analista Daniel Santos Grohs) e do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul — Campus
Bento Goncalves. Os artigos desenvolvidos divergem em alguns pontos dos
experimentos propostos no projeto devido a dificuldades encontradas durante o
desenvolvimento das atividades, como por exemplo, a adaptacdo de metodologias, a
obtencdo de material propagativo e isolados fungicos e a caracterizacdo de isolados
obtidos nos experimentos.

O experimento 1 no projeto, foi desenvolvido em 2014 nas dependéncias da
Embrapa Uva e Vinho, seguindo exatamente o que foi planejado no projeto, apenas
utilizando um namero de repeticbes menor. Houve um problema com a avaliacdo do
sistema radicular das estacas plantadas a campo, pois ap0s o tratamento de agua
quente as estacas que foram deixadas esfriar em agua por 30 minutos e colocadas
para secar ao ambiente, foram imediatamente plantadas a campo e isso refletiu em
um baixo valor de emissao de raiz, possivelmente devido ao tratamento de agua
guente aplicado. Essa resposta negativa fez com que procurassemos ajuda de
especialistas como os pesquisadores Dr. Henrique Pessoa dos Santos, da Embrapa
Uva e Vinho e o Dr. Antonio Odair Santos, do Instituto Agronémico de Campinas,
Jundiai (SP) para elaborar uma espécie de equipamento que pudesse medir a
temperatura no interior da estaca durante a aplicacao do tratamento de agua quente.
No entanto, apesar das tentativas, este ensaio ndo prosseguiu. Essa dificuldade,
porém, ndo impediu a elaboracdo do artigo 2 presente na tese. Para confirmar os
resultados obtidos em 2014 a campo, optou-se por refazer o experimento em casa de
vegetacdo em 2015, no entanto, somente obteve-se material de duas cultivares
(Bordb e Paulsen 1103) para a realizacdo do experimento, cujos dados ndo estédo
presentes na tese, mas seréo trabalhados para uma outra publicagéo.

O experimento 2 foi realizado de acordo com o proposto no projeto e a grande
dificuldade encontrada foi na identificacdo dos isolados. O grande numero de isolados
gerados e a falta de experiéncia na identificacdo morfologica dos mesmos, fez com o

trabalho fosse realizado em maior tempo que o previsto no projeto, além das
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dificuldades de metodologia e de recursos, a identificagcdo molecular dos isolados foi
prorrogada e no momento os isolados estdo depositados na Colecdo de
Microrganismos do Laboratério de Fitopatologia do IFRS/Campus Bento Gongalves,
e serdo identificados conforme os recursos disponiveis. Este experimento gerou o
artigo 1 da tese, mas ainda existem dados referentes ao efeito do tratamento de agua
quente na brotacdo e fenologia das mudas, aos sintomas externos e internos, e as
caracteristicas das mudas avaliadas que nao foram colocados na tese e serao
trabalhados em outra publicacéo.

O experimento 3 foi realizado com os trés isolados patogénicos previstos no
projeto, mais um isolado de Fusarium spp. da colecdo de Microrganismos do Lab. de
Fitopatologia do IFRS/BG e além destes, através de uma parceria entre o Prof. Marcus
André Kurtz Almanca (IFRS-BG) e o Prof. Sami Jorge Michereff da Universidade
Federal Rural de Pernambuco — Recife, foram cedidos mais nove isolados
patogénicos que foram utilizados no experimento. Deste experimento resultou o artigo
3 presente na tese.

O experimento 4 proposto no projeto corresponde ao artigo 4 na tese e nao foi
executado conforme previsto, em virtude do maior tempo despendido na identificacao
dos isolados oriundos do experimento 2 e no aumento do numero de isolados
utilizados no experimento 3. Assim, o experimento foi realizado apenas com um
isolado, tendo os tratamentos determinados a partir dos resultados obtidos no
experimento 1 e 3 e com base nas referéncias bibliograficas do assunto. O método de
inoculagdo também foi modificado, devido a facilidade de execucdo do método
adotado e da rapidez para obtencao de resultados.

Ademais aos quatro artigos apresentados na tese, mais artigos e publicacdes
serdo elaborados com os dados que ndo constam nos artigos. Os resultados dos
experimentos também foram divulgados em forma de resumos e apresentacdes em

eventos e reunioes técnicas da area.
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Artigos desenvolvidos

4 Artigo 1

Levantamento de fungos associados a morte de plantas em mudas comerciais

de videira com e sem tratamento de 4gua quente

Sabrina Lerint, Marcus André Kurtz Almancga?, Julio César Tonello?, Maike Rosa de
Oliveira?, Daniel Santos Grohs®, Paulo Mello-Farias® Marcos Botton?

(MUniversidade Federal de Pelotas, Campus Universitario Capdo do Led&o, s/n, CEP: 96900-010.
Pelotas, RS. sabrinalerin@gmail.com, mello.farias@ufpel.edu.br; @Instituto Federal de Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Sul, Av. Osvaldo Aranha 540, CEP: 95700-206. Bento Goncalves, RS.
marcus.almanca@bento.ifrs.edu.br, julio.c.tonello@gmail.com, maikerosaa@gmail.com; ©®Embrapa
Uva e Vinho, Rua Livramento 515, CEP: 95701-008. Bento Gongalves, RS. daniel.grohs@embrapa.br,
marcos.botton@embrapa.br.

Resumo

A presenca de patdgenos associados a doencas de tronco no material propagativo de
videira é reconhecida como uma das principais causas do vigor reduzido, problemas
de pegamento no plantio e consequente morte de plantas. O tratamento de agua
quente (TAQ) a 50°C por 30 minutos é uma alternativa para o controle de fungos
causadores de doencas de tronco na videira. O objetivo deste trabalho foi verificar a
presenca de fungos associados a doencas de tronco em mudas comerciais de videira
e verificar o efeito do tratamento com agua quente a 50°C por 30 minutos na incidéncia
desses fungos. Foram obtidas 60 mudas de videira prontas para comercializagéao, das
cultivares Borddé e Chardonnay enxertadas sobre o portaenxerto Paulsen 1103, em
julho de 2014, em trés diferentes viveiros localizados no Estado do Rio Grande do Sul.
As mudas foram avaliadas por trés anos quanto a incidéncia de fungos em quatro
pontos de isolamento: colo, portaenxerto, ponto de enxertia e copa. Na quase
totalidade das mudas avaliadas foram encontrados fungos causadores de doencas de
tronco (Botryosphaeria spp., “Cylindrocarpon” spp., Phaeoacremonium spp., e
Phaeomoniella spp.). Phaeoacremonium spp. foi 0 género de maior incidéncia em
todas as mudas avaliadas de ambas as cultivares e viveiros avaliados. O tratamento
de agua guente reduziu a incidéncia de patdégenos causadores de doencas de tronco.

Termos para indexac¢ao: doencas de tronco da videira, tratamento térmico, viveiro.

Survey of fungi associated with dieback of plants on commercial vine shoots
with and without hot water treatment

Abstract

The presence of pathogens associated with trunk diseases in the grapevine
propagation material is recognized as one of the main causes of reduced vigor, glue
problems in planting and consequent dieback of plants. The treatment with hot water
(HWT) at 50°C for 30 minutes is an alternative to control of grapevine trunk pathogens.
The aim of this work was to verify the presence of fungi associated with trunk diseases
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in commercial vine seedlings and to verify the effect of the treatment with hot water at
50°C for 30 minutes on the incidence of this fungi. Sixty seedlings of vines ready for
commercialization of the cultivars Bordé and Chardonnay, grafted onto Paulsen 1103
rootstock, collected in July 2014, in three different nurseries located in the State of Rio
Grande do Sul. The seedlings were evaluated for three years in terms of the incidence
of fungi in four points of isolation: Lap, rootstock, grafting point and crown. Almost all
the evaluated seedlings were found to cause fungal diseases of the stem
(Botryosphaeria spp., "Cylindrocarpon” spp., Phaeoacremonium spp., and
Phaeomoniella spp.). Phaeoacremonium spp. was the genus of highest incidence in
all evaluated seedlings of both cultivars and nurseries evaluated. The hot water
treatment reduced the incidence of grapevine trunk pathogens.

Index-terms: grapevine trunk diseases, heat treatment, nursery.

Introducéo

Nas ultimas décadas tem se observado a crescente incidéncia de danos
causados por doencas flngicas que afetam a parte lenhosa da videira (GARCIA-
JIMENEZ et al., (2010) apresentando sintomas em plantas jovens e/ou falhas no
estabelecimento de mudas em vinhedos para produgéo de uva passa, uva de mesa,
uva para vinho e processamento industrial (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011). Em todas
as regides produtoras do mundo, um dos principais fatores que restringem a
produtividade e a vida util das plantas de videira sdo as doencas de tronco,
consideradas como as mais destrutivas (BERTSCH et al.,, 2013). Hofstetter et al.
(2012) relataram que somente em 2012, os custos com o replantio de mudas de
videira no mundo foram estimados em 1,5 bilhdes de dolares por ano.

O termo ‘doencas de tronco da videira’ abrange diferentes patégenos que
infectam raizes, tronco e ramos da videira, tanto em plantas jovens como adultas,
sendo cada vez mais frequente no material de propagacéo (AGUSTI-BRISACH et al.,
2013).

Ainda que variaveis, os sintomas frequentemente consistem em clorose e
necrose das folhas, reducéo do crescimento das plantas e brotacfes, da producéo e,
em casos mais graves, acarretam a morte de plantas de videiras (GARCIA-JIMENEZ
et al.,, 2010; NEWSOME, 2012).

Dentre as doencas de tronco encontradas mundialmente, a doenca de Esca é
causada por fungos basidiomicetos como Fomitiporia mediterranea e também por
fungos como Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium spp., sendo

observada em videiras adultas (BERTSCH et al., 2013). No lenho pode-se observar



51

podriddo seca e com aspecto esponjoso “macio” no centro do tronco e nos ramos, e
presenca de pontos ou estrias necroéticas (GARCIA-JIMENEZ et al., 2010; MUNDY;
MANNING, 2010).

A doenca de Petri esta relacionada a videiras jovens ou mudas, e tem como
agentes causais os fungos do género Phaeoacremonium spp., Phaeomoniella
chlamydospora e Cadophora luteo-olivacea (AGUSTI-BRISACH et al., 2013). Pode
causar atraso no desenvolvimento, retardo ou inibicdo da brotacdo, diminuicdo do
vigor, encurtamento de entrends, folhas de tamanho reduzido e cloroéticas, levando a
morte da planta (GARCIA-JIMENEZ et al., 2010; GRAMAJE; ARMENGOL, 2011).
Estes fungos colonizam o xilema, podendo-se observar pequenas pontuacdes ou
estrias necroticas no lenho, condizendo com os vasos afetados, que podem ser
visualizadas na base do portaenxerto, com formacdes de exsudacdo gomosa
(AGUSTI-BRISACH et al., 2013).

A podriddo descendente ou declinio de Botryosphaeriaceae é causada por
varias espécies desta familia (BERTSCH et al., 2013). Externamente, 0s sintomas
podem ser confundidos com a doenca de Esca, por causa da presenca de necrose
internerval na folha. Internamente, os sintomas sé&o necroses setoriais de coloracao
marrom escuro e consisténcia firme (GARCIA-JIMENEZ et al., 2010; MUNDY;
MANNING, 2010).

A doenca do Pé-Preto estd associada a espécies pertencentes aos géneros
Campylocarpon, “Cylindrocarpon”, Cylindrocladiella, Dactylonectria e Ilyonectria
(AGUSTI-BRISACH et al., 2013; HALLEEN et al., 2006; LOMBARD et al., 2014). As
plantas infectadas apresentam desenvolvimento radicular anormal, com lesdes
escuras, necréticas e aspecto deprimido. Também pode-se observar coloracdes
escuras no lenho e necrose, que iniciam da base. A parte aérea, apresenta-se fraca,
com folhas cloréticas e com aspecto de murcha (GARCIA-JIMENEZ et al., 2010).

Os agentes causais das doencas de Petri e Pé-Preto sdo habitantes comuns
no solo, podendo produzir estruturas de resisténcia, como clamiddsporos, o que lhes
permite sobreviverem durante muito tempo na auséncia de hospedeiros. No caso da
podriddo descendente, a dispersédo ocorre pelo transporte de esporos através do
vento e da agua da chuva (URBEZ-TORRES et al., 2010). Além disso, os fungos
causadores da doencga de Petri e de podriddo descendente, podem também penetrar
nas plantas através dos ferimentos da poda (AGUSTI-BRISACH et al., 2013). E
conhecida a importancia do material vegetativo utilizado na propagacao de plantas
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pelos viveiros como uma das principais formas de propagacao e disseminacao destes
patégenos (GRAMAJE; ARMENGOL, 2011).

No mundo inteiro, muitos estudos foram realizados com a finalidade de verificar
a presenca de fungos causadores de doencas de tronco da videira em viveiros, visto
que na producdo de mudas, varios podem ser 0s pontos potenciais de infeccédo
durante as diferentes fases do processo de producdo da muda, como por exemplo: a
hidratacdo das estacas, a retirada das gemas, o enxerto, o processo de inducdo de
calo basal nas estacas recém enxertadas e o enraizamento no campo (AGUSTI-
BRISACH et al., 2013).

Estudos demonstraram que uma baixa protecdo sanitaria no processo de
producdo pode ter efeitos negativos na qualidade final das mudas obtidas (AGUSTI-
BRISACH et al., 2013). Neste contexto, € fundamental o desenvolvimento de praticas
efetivas no manejo dos viveiros, que ajudem a minimizar a infeccéo por estes fungos.
Apesar dos esforcos, ndo existem tecnologias capazes de erradicar completamente
estas doencas, contudo o interesse esta voltado para manter niveis baixos de infeccao
(AGUSTI-BRISACH et al., 2013).

O tratamento com &agua quente (TAQ) tem sido reportado como um dos
métodos mais promissores no controle de doencas enddgenas no material
propagativo de patégenos causadores de doencas de tronco em videira (FOURIE,
HALLEEN, 2004; GRAMAJE, ARMENGOL, 2011).

A combinacao ideal de tempo e temperatura de tratamento com agua quente,
embora intensivamente estudada e debatida, ainda ndo € um consenso entre 0S
pesquisadores que utilizam a tecnologia ao redor do mundo. O protocolo de 50°C por
30 minutos de tratamento térmico tem sido mencionado como uma referéncia padrao
(GRAMAJE; ARMENGOL, 2011), no entanto, pesquisas demonstraram que esta
combinacdo pode ndo ser efetiva para controlar todos os patégenos (HABIB et al.,
2009; SERRA et al., 2009).

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de fungos associados a
doencas de tronco em mudas comerciais de videira de trés viveiros comerciais de
diferentes locais e verificar o efeito do tratamento com agua quente a 50°C por 30

minutos na incidéncia desses patdgenos.
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Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no periodo de julho de 2014 a dezembro de 2016. Em
2014, foram coletadas 60 mudas de videira prontas para comercializacao, de duas
cultivares (Bordo e Chardonnay) enxertadas sobre o portaenxerto ‘Paulsen 1103’, de
trés viveiros comerciais do Rio Grande do Sul, localizados nos municipios de Bento
Goncalves, Garibaldi e Vacaria, no ano de 2014. Do viveiro de Vacaria foram
coletadas mudas de ‘Bordd’ e ‘Chardonnay’, em Bento Goncalves mudas de
‘Chardonnay’ e em Garibaldi mudas de ‘Bord6’ de acordo com a disponibilidade dos
viveiros.

Das 60 mudas coletadas em cada viveiro de cada cultivar, 10 foram avaliadas
em 2014. As 50 mudas restantes foram divididas em dois grupos (25 mudas cada).
Um grupo recebeu tratamento com agua quente (TAQ) a 50°C por 30 minutos e o
outro grupo nao recebeu nenhum tratamento (testemunha). Estas mudas foram
plantadas, em vasos de cinco litros contendo substrato TN Gold® e Turfa na proporcéo
2:1, sendo acondicionadas em casa de vegetacdo. Em 2015, 15 mudas de cada um
dos dois grupos foram avaliadas e no ano seguinte, as 10 mudas restantes foram
avaliadas quanto a presenca de fungos causadores de doencas de tronco.

As mudas foram avaliadas no Laboratério de Fitopatologia - IFRS/BG apés
lavagem superficial e cortadas com auxilio de tesoura de poda em quatro partes: copa,
ponto de enxertia, portaenxerto e colo da muda, constituindo os pontos de isolamento.

Amostras de aproximadamente 1 cm foram retiradas de cada um dos pontos
de isolamento passando por assepsia por 30 segundos em alcool 70%, 2 minutos em
hipoclorito de sodio 3,5% e 30 segundos em alcool 70% seguido de flambagem
(ALMANCA et al., 2013). A partir destas amostras foram retirados 12 fragmentos de
lenho contendo ou ndo sintomas de doenca. Esses fragmentos foram acondicionados
em trés placas de Petri (quatro fragmentos por placa) contendo meio BDA (batata-
dextrose-agar) comercial, adicionado de antibiotico e incubadas a 25°C = 1°C em BOD
com fotoperiodo de 12 horas por 30 dias para crescimento dos fungos.

Apés o crescimento, os fungos foram repicados para placas individuais
contendo meio BDA, para posterior identificacdo morfologica. A partir da observacao
da forma, tamanho e colorag&o da col6nia, e do formato e tamanho do esporo realizou-

se a identificacdo morfologica dos fungos em nivel de género (CABRAL et al., 2012;
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CROUS; GAMS, 2000; DISSANAYAKE et al.,, 2014; GRAMAIJE et al., 2015;
JAYAWARDENA et al., 2014; PITT et al., 2010; WANG et al., 2016).

Os seguintes parametros foram avaliados a partir dos fragmentos isolados:
incidéncia dos quatro principais géneros de patdogenos associados a doencas de
tronco de videira de ocorréncia no Brasil (Botryosphaeria spp., “Cylindrocarpon” spp.,
Phaeoacremonium spp. e Phaeomoniella chlamydospora) por viveiro, cultivar, por
ponto de isolamento e por ano, com e sem TAQ nas mudas. Através da tabulacédo dos
dados, também se obteve o percentual de mudas de videiras infectadas com Doenca
de Petri, Pé-Preto e Podriddo Descendente por cultivar e por ano das mudas com e
sem TAQ. Os dados foram tabulados utilizando o software Excel.

Resultados e Discusséao

Em 2014, para as mudas de ‘Chardonnay’ do viveiro de Vacaria observa-se a
incidéncia de Phaeoacremonium spp. no ponto de enxertia (30%) e no colo (40%). Os
resultados obtidos, corroboram com o levantamento realizado por Garrido et al. (2004)
em plantas de videira que apresentavam sintomas de declinio e morte de plantas, que
relatam a presenca de Phaeoacremonium spp. principalmente em cultivares
americanas, como a ‘Bordd’. Houve incidéncia de Phaeomoniella spp. somente no
colo (10%). Espécies de “Cylindrocarpon” spp. foram encontradas na copa, no ponto
de enxertia e no colo, enquanto que Botryosphaeria spp. foi encontrada somente na
copa (Tabela 1).

Observa-se gque a incidéncia de Botryosphaeria spp. foi maior em mudas que
receberam TAQ nos anos de 2015 e 2016 no ponto de enxertia e no portaenxerto. Ja
a incidéncia de “Cylindrocarpon” spp. reduziu ao longo dos anos em todos 0s pontos
de isolamento (Tabela 1).

Em 2015, houve reducédo do percentual de isolamento de Phaeoacremonium
spp. em mudas tratadas com TAQ no portaenxerto e no colo. Quanto a Phaeomoniella
spp. houve reducéo do percentual de isolamento no ponto de enxertia, no portaenxerto
e no colo. Rusin et al. (2015) em levantamento feito com plantas de videira com
sintomas de declinio, relataram que das 51 plantas avaliadas, em 36 havia a presenca
de Phaeomoniella chlamydospora.



Tabela 1. Percentual da presenca de fungos isolados por ponto de isolamento em mudas de Chardonnay, viveiro de Vacaria.
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Frequéncia de isolados flngicos (%)

- — Ponto de enxertia Portaenxerto Colo
Doenca Género fungico
2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016
Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ
Doenca de Phaeoacremonium spp. - - - - 30,0 533 533 50,0 50,0 - 13,3 6,7 20,0 40,0 80,0 20,0 50,0 60,0
Petri Phaeomoniella spp. - - 10,0 - - 26,7 6,7 100 2000 - 26,7 20,0 40,0 40,0 10,0 20,0 6,7 60,0 30,0
Pé-Preto  Cylindrocarpon spp. - - - - 300 333 - 200 - - - - - - 20,0 200 - - -
Podridao
Descendente Botryosphaeria spp. - - - - - 53,3 66,7 50,0 50,0 - - 6,7 - 10,0 - 13,3 6,7 - -
Sem crescimento fingico 31,6 100 989 975 100 2,8 258 46,7 6,1 30,7 50,0 90,6 950 850 87,0 34,3 43,8 850 57,7 4472
Saprdfitos e outros* - 6,7 100 - 20,0 534 133 300 - 10,0 - - - - 10,0 6,7 6,7 10,0 30,0

Test.: Testemunha sem TAQ; TAQ: 50°C - 30 minutos; *: fungos como Penicillium spp.; Verticillium spp.; Phomopsis spp.; Pestalotiopsis spp.; Trichoderma spp.

isolamento avaliados (Tabela 1). Esses resultados, corroboram com o trabalho conduzido na Espanha, por Crespo (2015) que
avaliou o percentual de crescimento fungico em mudas de um ano da cultivar Tintonera enxertada sobre Ritcher 110, observando
gue as mudas que receberam tratamento de agua quente a 50 ou 53°C por 30 minutos apresentaram reducao deste percentual em

relacdo as mudas que nao receberam nenhum tratamento quando o ponto avaliado se tratava do colo, ou da base do portaenxerto,

entretanto, a reducéo foi menor quando avaliado o ponto de enxertia.

O percentual de fragmentos sem crescimento fangico aumentou ao longo dos trés anos de avaliacdo nos quatro pontos de
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Tabela 2. Percentual da presenca de fungos isolados por ponto de isolamento em mudas de Chardonnay, viveiro de Bento Gongalves.

Frequéncia de isolados fungicos (%)

A _— Copa Ponto de enxertia Portaenxerto Colo
Doenca Género fungico
2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016
Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ
Doenca de Phaeoacremonium spp. 10,0 6,7 - - 1lo00,0 73,3 86,7 70,0 80,0 30,0 133 - - - 90,0 66,7 26,7 30,0 20,0
Petri Phaeomoniella spp. 10,0 - - - 30,0 13,3 6,7 - 10,0 10,0 400 - 10,0 10,0 60,0 20,0 20,0 40,0 10,0
Pé-Preto  Cylindrocarpon spp. 10,0 - - - 500 6,7 - - 100 - - - - - - - - - -
Podridao
Descendente Botryosphaeria spp. - 6,7 - 10,0 30,0 20,0 20,0 10,0 - 10,0 20,0 6,7 - - - - - - -
Sem crescimento
fungico 56,3 96,1 995 100 984 11 494 358 68,1 494 465 772 989 950 963 7,0 61,1 84,4 650 850
Saprofitos e outros* - 6,7 - - 50,0 46,7 6,7 - - 20,0 133 6,7 - - 200 6,7 333 - -

Test.: Testemunha sem TAQ; TAQ: 50°C - 30 minutos; *: fungos como Penicillium spp.; Verticillium spp.; Phomopsis spp.; Pestalotiopsis spp.; Trichoderma spp.

Para as mudas de ‘Chardonnay’ provenientes do viveiro de Bento Gongalves, os maiores valores de incidéncia

corresponderam a espécies do género Phaeoacremonium. Este género foi encontrado nos quatro pontos de isolamento, em 100%

das amostras do ponto de enxertia e em 90% das amostras do colo (Tabela 2).

Pode-se observar a presenca dos quatro principais géneros associados a doencas de tronco na videira em 2014, no ponto de

enxertia na ‘Chardonnay’ de Bento Gongalves: Botryosphaeria spp. (30%), “Cylindrocarpon” spp. (50%), Phaeoacremonium spp.

(100%) e Phaeomoniella spp. (30%). Observa-se em 2015, que nas mudas que receberam TAQ, houve reducéo da incidéncia de

Phaeoacremonium spp. nos pontos de isolamento: colo, portaenxerto.

portaenxerto em 2015 (Tabela 2).

Para Phaeomoniella spp. houve redugdo de 40% no

Salienta-se a reducéo de 30% na incidéncia de Phaeomoniella spp. no colo e a reducéo de 10% de Phaeoacremonium spp.

no mesmo ponto de isolamento nas mudas de ‘Chardonnay’ de Bento Gongalves que receberam tratamento de agua quente a 50°C

por 30 minutos (Tabela 2).
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Tabela 3. Percentual da presenca de fungos isolados por ponto de isolamento em mudas de Bordd, viveiro de Vacaria.

Frequéncia de isolados flngicos (%)

N — Copa Ponto de enxertia Portaenxerto Colo
Doenca Género fungico
2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016
Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ
Doenga de Phaeoacremonium spp. - - 133 - - 30,0 86,7 80,0 50,0 30,0 10,0 6,7 133 - - 60,0 80,0 80,0 50,0 60,0
Petri Phaeomoniella spp. - - - - - 10,0 20,0 20,0 60,0 30,0 30,0 2133 - 100 10,0 20,0 13,3 13,3 10,0 -
Pé-Preto  Cylindrocarpon spp. - - - - - 100 - 133 - - - 6,7 67 - - - 6,7 133 - -
Podridao
Descendente Botryosphaeria spp. - - - - - 20,0 13,3 33,3 - - 10,0 - - - - - - - - 10,0
Sem crescimento
fingico 100 96,1 989 100 100 105 269 254 725 875 350 890 956 988 974 253 60,0 489 775 595
Saprofitos e outros* - 26,7 - - - 30,0 26,6 40,0 - - - 266 - - - 10,0 40,0 133 - 10,0

Test.: Testemunha sem TAQ; TAQ: 50°C - 30 minutos; *: fungos como Penicillium spp.; Verticillium spp.; Phomopsis spp.; Pestalotiopsis spp.; Trichoderma spp.

Observa-se nas mudas de ‘Bord®’ provenientes de Vacaria, que mesmo nas mudas que receberam o TAQ, a incidéncia de
Phaeoacremonium spp. nos pontos de isolamento colo e ponto de enxertia foi alta, com valores iguais ou superiores a 80% em 2015.
Nas mudas avaliadas em 2016, as mudas que receberam TAQ, apresentaram reducdo da incidéncia de Phaeoacremonium spp. e
Phaeomoniella spp. no ponto de enxertia (Tabela 3).
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Tabela 4. Percentual da presenca de fungos isolados por ponto de isolamento em mudas de Bordd, viveiro de Garibaldi.

Frequéncia de isolados fungicos (%)

A _— Copa Ponto de enxertia Portaenxerto Colo
Doenca Género fungico
2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016
Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ
Doenca de Phaeoacremonium spp. - - 6,7 - - 50,0 533 533 60,0 30,0 10,0 20,0 333 - - 80,0 66,7 86,7 40,0 70,0
Petri Phaeomoniella spp. - - 6,7 - - 20,0 133 6,7 - - 30,0 200 200 1200 - 10,0 20,0 13,3 10,0 -
Pé-Preto Cylindrocarpon spp. - - - - - - 6,7 - - - 10,0 - - - - 70,0 6,7 26,7 - -
Podridao
Descendente  Botryosphaeria spp. 10,0 - - - - 30,0 40,0 73,3 10,0 20,0 10,0 6,7 20,0 - - 10,0 13,3 6,7 - -

Sem crescimento fungico 33,3 100 96,7 100 100 245 589 333 72,2 795 29,7 828 861 988 100 115 439 405 76,0 48,8
Saprofitos e outros* - - - - - 30,0 46,7 533 - - - 133 - - - 100 33,3 26,7 20,0 -
Test.: Testemunha sem TAQ; TAQ: 50°C - 30 minutos; *: fungos como Penicillium spp.; Verticillium spp.; Phomopsis spp.; Pestalotiopsis spp.; Trichoderma spp.

No viveiro de Garibaldi, a incidéncia na regido do colo de “Cylindrocarpon” spp. (70%) foi alta em mudas de ‘Bordd’ (Tabela
4). Isso pode ser explicado pela facilidade de contaminacdo quando as estacas sado plantadas a campo pelos viveiristas, visto que
patdogenos causadores de Pé-Preto raramente ocorrem em material propagativo antes do enraizamento a campo (FOURIE;
HALLEEN, 2002; HALLEEN et al., 2003).

Nas mudas de ‘Bord®’ provenientes do viveiro de Garibaldi, também se pode observar altos valores de incidéncia de
Phaeoacremonium spp. mesmo nas mudas que foram tratadas a 50°C — 30 minutos, tanto em 2015 como em 2016. Destaca-se

também nas mudas que receberam TAQ em 2015, a alta incidéncia de Botryosphaeria spp. (73,3%) no ponto de enxertia (Tabela
4).
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Para as mudas da cultivar Bordd do viveiro de Garibaldi, destaca-se o aumento
de 30% na incidéncia de Phaeoacremonium spp. no ponto de isolamento colo, e sua
reducdo em 30% no ponto de enxertia (Tabela 9). Observa-se também que nas mudas
que receberam TAQ a incidéncia de Phaeomoniella spp. foi zerada no ponto de
isolamento colo (Tabela 4).

Observa-se a variagdo do percentual de mudas das cultivares ‘Chardonnay’ e
‘Bordd’ infectadas com Doencga de Petri, Pé-Preto e Podriddo Descendente ao longo
dos trés anos (Tabela 5). Quanto ao Pé-Preto, em 2014, 50% das mudas de
‘Chardonnay’ e 40% das mudas de ‘Bordd’ estavam infectadas com a doenga. Em

2015, o percentual de mudas infectadas reduziu, e em 2016 zerou.

Tabela 5. Percentual (%) de mudas de videiras infectadas com fungos causadores de doencgas de tronco da
videira.

Pé-Preto Podriddo Descendente Doenca de Petri
Cultivares 2014 2015 2016 2014 2015 2016 2014 2015 2016
Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ Test. TAQ
Chardonnay 50,0 23,3 - - - 20,0 46,7 53,3 250 30,0 75,0 90,0 86,7 850 90,0
Bordd 40,0 10,0 33,3 - - 350 36,7 533 50 15,0 950 100,0 96,7 90,0 80,0
Total 45,0 16,6 166 - - 275 41,7 533 150 225 850 950 91,7 875 850

Test.: testemunha sem TAQ; TAQ: Tratamento com agua quente a 50°C por 30 minutos.

Quando a Podridao Descendente, 20% das mudas de ‘Chardonnay’ e 35% das
mudas de ‘Bord®’ estavam infectadas em 2014, sendo que este percentual aumentou
em 2015 e 2016, independentemente da aplicacdo do TAQ nas mudas (Tabela 5).

O percentual de mudas infectadas com Doenca de Petri foi 0 mais para as duas
cultivares, nos trés anos de avaliagdo. Em 2014, 75% e 95% das mudas de
‘Chardonnay’ e ‘Bord®’, respectivamente, estavam infectadas com a doenga. Em 2015
e em 2016, o percentual de mudas infectadas, das duas cultivares aumentou, mesmo
nas mudas que receberam TAQ (Tabela 5).

Os resultados para as mudas de ‘Bordd’ dos dois viveiros, corroboram com o
levantamento feito por Grohs et al. (2015) a partir de mudas de ‘Bordo’ (Vitis labrusca)
enxertada sobre ‘Paulsen 1103’, coletadas em canteiros de enraizamento,
apresentando sintomas e com brotacdo ou emissdo de raiz incompleta, foram
identificados morfologicamente a presenca de fungos dos géneros Botryosphaeria
spp., “Cylindrocarpon” spp. e Phaeoacremonium spp. sendo que 91% das amostras

avaliadas com problemas de ma brotacéo e emissao de raiz continham algum destes
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patégenos. Rusin et al. (2015) em levantamento com plantas de videira apresentando
sintomas de declinio, observaram presenca de Phaeomoniella chlamydospora em
70,6% das mudas avaliadas. Enquanto que para Botryosphaeria spp. este indice foi
de 54,9% e para “Cylindrocarpon” spp. 7,8%. Esses resultados recentes indicam que
muitos dos patdégenos associados a doengas do tronco da videira, que ocorrem no
mundo, também estédo presentes no Brasil associados a plantas com declinio.

A presenca dos quatro principais géneros de fungos causadores de doencas
de tronco na videira nas mudas de ‘Chardonnay’ e ‘Bord®’ enxertadas sobre o
portaenxerto Paulsen 1103, dos trés diferentes locais (Bento Gongalves, Garibaldi e
Vacaria) estdo de acordo com trabalhos que relatam a presenca destes patdgenos
associados ao declinio e morte de plantas no Brasil, como por exemplo, o relato de
llyonectria macrodidyma, I. robusta e “Cylindrocarpon” pauciseptatum por Santos et
al. (2014), “Cylindrocarpon” spp., Phaeoacremonium sp., Verticillium spp.,
Botryosphaeria spp., Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis, Graphium spp. e
Cylindrocladium spp. por Garrido et al. (2004), Phaeomoniella chlamydospora no Sul
por Almanca et al. (2013) e Rusin et al. (2015) e no Nordeste por Correia et al. (2012).

Observou-se grande variabilidade do efeito do TAQ na incidéncia dos
patégenos, nos pontos de isolamento e nos diferentes anos. Neste contexto, Bleach
et al. (2009) relataram que para estacas de videira cultivadas em clima frio na Nova
Zelandia, os patégenos foram mais sensiveis ao TAQ com o emprego de temperaturas
abaixo de 50°C, as quais reduziram a incidéncia de “Cylindrocarpon” spp. Por outro
lado, Gramaje et al. (2008, 2009 e 2010) estabeleceram a combina¢do 53°C e 30
minutos de TAQ como o mais eficiente tratamento para reduzir germinagao conidial e
crescimento micelial de patdogenos causadores do Pé-Preto e doenca de Petri na
Espanha, sem prejuizos as estacas de videiras. Na Franca, Vigues et al. (2010)
relataram que o TAQ foi a Unica pratica entre diferentes métodos de controle testados,
gue mostrou resultados promissores para reduzir B. dothidea, Diplodia seriata e P.
chlamydospora.

A diversidade de fungos observados a partir dos isolamentos pode ser
explicada pela natureza oportunista dos patdgenos causadores de doencas de tronco
(FERREIRA et al., 1999). De modo geral, a incidéncia de “Cylindrocarpon” spp. no
ponto de isolamento colo, pode ser resultado de uma contaminagédo no momento de

plantio da estaca a campo, pois nesta etapa a parte basal das estacas fica parcial ou
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totalmente exposta a infeccado por patégenos presentes no solo (HALLEEN et al.,
2003).

O registro de fungos do género Botryosphaeria, em todas as mudas analisadas
neste trabalho, independente de cultivar e viveiro, pode ser devido a facilidade de
disperséo através da chuva e também através de material propagativo contaminado,
vindo de matrizeiros ou ferimentos feitos durante o processo de produgédo de mudas
como ja relatado por Halleen et al. 2003; Giménez-Jaime et al. 2006; Gramaje &
Armengol, 2011.

A incidéncia de Phaeomoniella spp. ocorreu em diferentes niveis, conforme a
cultivar e o viveiro de origem. Especialmente Phaeomoniella chlamydospora é
reportada como sendo especifica para videiras (CROUS; GAMS, 2000) e o material
propagativo contaminado € provavelmente a principal fonte de inéculo em todas as
regides (VAN NIEKERK et al., 2011).

Phaeomoniella chlamydospora e espécies de Phaeoacremonium spp. sao
associados a doenca de Petri em videiras jovens (1-5 anos) e a Esca em videiras
adultas (10 anos ou mais) (MUGNAI et al., 1999). Os maiores valores de incidéncia
de Phaeoacremonium spp. possivelmente se devem a sua capacidade de infeccao
através de ferimentos, demonstrada por Gubler et al. (2001), onde a suscetibilidade
de ferimentos a Phaeoacremonium spp. foi superior a quatro meses.

A presenca dos agentes causais da doenca de Petri nos pontos de isolamento
colo e ponto de enxertia € preocupante, pois estes afetam a qualidade da muda. Em
experimento conduzido por Diaz et al. (2009) a formacé&o de calo basal e do ponto de
enxertia foi negativamente afetada pela presenca de Phaeoacremonium aleophilum e
Phaeomoniella chlamydospora nos cinco portaenxertos testados (Kobber 5BB, SO4,
3309C, 101-14 MG, Paulsen 1103).

A realizacdo do tratamento de agua quente a 50°C por 30 minutos reduziu a
incidéncia de fungos causadores de doencas de tronco, mas em alguns casos nao
eliminou o patégeno por completo. Isso pode ter ocorrido devido a variabilidade de
espécies presentes nas mudas e a diferenca de suscetibilidade ao tratamento de agua
guente, como ja observado em trabalhos feitos por Gramaje et al. (2008). Entretanto,
a combinacédo do tratamento de agua quente com outro tipo de controle, como o
controle biolégico pode ser uma estratégia mais eficiente no controle dos patégenos

causadores de doencgas de tronco (KOTZE et al., 2011).
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Além disso, mais estudos devem ser realizados com cultivares Vitis labrusca,
como a ‘Bord®’ utilizada neste trabalho, em virtude da importancia dessas cultivares

na regido da Serra Gaucha.

Conclusdes

As mudas de ‘Chardonnay’ e de ‘Bordd’ provenientes dos viveiros de Bento
Goncalves, Garibaldi e Vacaria apresentaram incidéncia de fungos causadores de
doencas de tronco na videira, entre eles Botryosphaeria spp., “Cylindrocarpon” spp.,
Phaeoacremonium spp. e Phaeomoniella spp.

Ao longo do tempo houve reducao da incidéncia de “Cylindrocarpon” spp.

O tratamento de agua quente a 50°C por 30 minutos reduziu a incidéncia de
Phaeoacremonium spp. e Phaeomoniella spp., patbgenos causadores de doencas de

tronco na videira.
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Resumo

Com o objetivo de elaborar um modelo de previsdo para uso do tratamento de agua
guente sobre a fenologia de cultivares de videira (Bordd, Cabernet Sauvignon,
Moscato Embrapa, Paulsen 1103, SO4 e IAC 572), foram avaliadas combinacdes de
trés temperaturas (50, 53 e 55°C) com trés intervalos de tempo (30, 45 e 60 minutos)
de tratamento de &gua quente, com ou sem hidratacdo por 30 minutos. Apds 0s
tratamentos as estacas foram plantadas a campo e avaliadas quanto ao seu
desenvolvimento fenolégico por dois meses. As seis cultivares apresentaram
respostas distintas quanto a influéncia dos fatores temperatura e tempo, mas nao
diferiram significativamente quanto a hidratacé@o. Foi possivel desenvolver um modelo
matematico para uso do tratamento de agua quente em estacas de videira a partir do
desenvolvimento fenoldgico (Ytenologia= 48,268 - 0,811x1 - 0,058x2), validado com as
variaveis brotacdo e emissao de raizes. A faixa de tolerancia das estacas de todas as
cultivares a partir do modelo para a temperatura foi entre 48°C e 51°C.

Termos para indexacdo: tratamento térmico, Vitis spp., desenvolvimento vegetativo.

Model for quantifying physiological effect of hot water treatment on grapevine
cultivars

Abstract

In order to elaborate a prediction model for hot water treatment use on the phenology
of grapevine cultivars (Bordd, Cabernet Sauvignon, Moscato Embrapa, Paulsen 1103,
S04 and IAC 572), combinations of three temperatures (50, 53 and 55°C) with three
hot water treatment time intervals (30, 45 and 60 minutes), with or without hydration
for 30 minutes. After the treatments, cuttings were planted in the field and evaluated
for their phenological development during two months. The six cultivars presented
different responses regarding the influence of temperature and time factors, but did not
differ significantly regarding hydration. It was possible to develop a mathematical
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model for hot water treatment use in vine cuttings from phenological development
(Yphenology = 48,268 - 0,811x1 - 0,058x2), validated with budding and root emission
variables. All tested cultivars presented a tolerance range of cuttings from temperature
of 48°C to 51°C, using this model.

Index terms: thermal treatment, Vitis spp., vegetative growth

Introducéo

Um dos principais fatores limitantes para produtividade e longevidade de
vinhedos sédo as doencas de tronco da videira, consideradas como as mais destrutivas
em todas as regides produtoras do mundo (Bertsch et al., 2013). Em 2012, os custos
com o replantio de mudas de videira no mundo foram estimados em 1,5 bilhdes de
dolares por ano (Hofstetter et al., 2012).

O termo ‘doengas de tronco da videira’ abrange diferentes patégenos que
infestam raizes, tronco e ramos da videira, 0os quais ocorrem no material de
propagacédo. Alguns dos principais agentes causais destas doencas relatados na
literatura mundial, também foram encontrados no Brasil associados a sintomas em
videiras jovens e adultas no Sul do Brasil, como llyonectria macrodidyma, I. robusta e
“Cylindrocarpon” pauciseptatum (Santos et al. 2014), Cylindrocarpon sp.,
Phaeoacremonium sp., Verticillium sp., Botryosphaeria sp., Fusarium oxysporum f.sp.
herbemontis, Graphium sp. e Cylindrocladium sp. (Garrido et al. 2004) Phaeomoniella
chlamydospora (Almanca et al. 2013) no Sul e no Nordeste (Correia et al. 2012).

Os sintomas sao variaveis, mas geralmente consistem em necrose das folhas,
reducdo do crescimento e da producéo e, em casos mais graves, acarretam a morte
das videiras (Newsome, 2012). O estabelecimento, a severidade e a dispersdo das
doencas de tronco da videira tém sido associados com: estresse hidrico, aumento da
area plantada, caréncia de moléculas fungicidas eficientes, falta de protecdo de
ferimentos da poda devido ao custo de mé&o-de-obra e baixa qualidade do material
propagativo (Gramaje et al., 2016).

Com a identificacdo dos patégenos associados a morte de plantas nas mais
variadas regides viticolas, diferentes estratégias tém sido avaliadas para controlar
estes fitopatdgenos, como por exemplo, a utilizacdo de controle fisico, por meio de
tratamento com agua quente (TAQ) que € um método eficiente para o controle de
patégenos causadores de doencas de tronco em material propagativo (Bleach et al.,

2013; Gramaje & Armengol, 2012). Waite et al. (2015) relataram que a utilizacdo do
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TAQ € uma prética que pode contribuir para a qualidade fitossanitaria do material
propagativo.

A realizacdo de tratamento de 4gua quente com a temperatura de 50°C por 30
minutos tornou-se uma pratica frequente entre os viveiros em muitos locais, tendo
como resultado a reducédo da incidéncia dos patdgenos associados as doencas de
tronco (Serra et al, 2011). Entretanto, & necessaria atencdo com possiveis efeitos
negativos sobre o desenvolvimento da brotacdo e o crescimento de portaenxertos e
mudas enxertadas como os observados na cv. Negroamaro sobre Paulsen 1103 e
Ruggeri 140 tratadas a 50°C por 45 minutos na Italia (Habib et al., 2009).

Portanto, o TAQ pode influenciar a viabilidade e a qualidade do material
vegetativo e esse efeito pode variar com fatores como a cultivar, as condicdes de
crescimento (clima da regido de cultivo), o desenvolvimento da planta matriz, o tipo
de material utilizado pelo viveiro (estacas ou mudas enraizadas), as condi¢bes de
armazenamento, a hidratacdo das estacas antes do plantio e as condi¢cdes de
crescimento apés a formacado do calo (Crocker & Waite, 2004; Waite & May, 2005).
Apesar desta variacdo, para que uma tecnologia seja adotada em um sistema
produtivo (ex.: viveiro de producdo de mudas), € importante o uso de instrumentos
que facilitem o entendimento destas variagOes e integrem o conhecimento, caso da
modelagem de eventos agricolas (Correa et al., 2011).

A modelagem de eventos agricolas é um instrumento utilizado para quantificar
e prever o efeito de determinadas varidveis sobre o desenvolvimento das culturas
desde os primeiros cultivos da historia da humanidade. Os modelos podem ser
empregados na investigacdo de uma grande variedade de assuntos relacionados a
producao vegetal, servindo para facilitar o entendimento dos resultados expressos por
uma cultura submetida a determinadas condicfes, verificar hipoteses, melhorar e
integrar conhecimentos a fim de ser utilizada como uma ferramenta de gerenciamento
e de tomada de deciséo (Correa et al., 2011). Os modelos sé@o desenvolvidos a partir
do ajuste de equacbGes matematicas utilizando ferramentas estatisticas como a
regressao linear multipla, e por exemplo, a predicdo de carbono presente no solo,
elaborada por Romagnoli et al. (2015).

Devido as ressalvas de pesquisas internacionais quanto aos efeitos da
utilizac&o do tratamento de dgua quente em videiras (Crocker & Waite, 2004; Waite &
May, 2005) e por nao existirem estudos com cultivares e portaenxertos de videira (ex:

IAC 572) amplamente utilizados no Brasil, como por exemplo, espécies de Vitis



71

labrusca e hibridas, € fundamental o estudo do tratamento térmico através da

modelagem matematica para avaliar e validar o uso desta tecnologia no Brasil.
Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver um modelo para

quantificacdo do efeito causado pelo tratamento de agua quente sobre a fenologia de

estacas lenhosas em seis cultivares de videira.

Material e Métodos

O experimento foi realizado com seis cultivares de videira, sendo trés
portaenxertos: Paulsen 1103 (Vitis berlandieri x V. rupestris), SO4 (V. berlandieri x V.
riparia) e IAC 572 (V. tillifolia x [V. riparia x V. rupestris] “101-14Mgt’) e trés cultivares
copa: Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera), Bordo (Vitis labrusca) e Moscato Embrapa
(originaria do cruzamento entre as cultivares Couderc 13 (V. licencumii x [V. vinifera x
V. rupestris]) x July Muscat (V. vinifera), caracterizando-a como uma cultivar hibrida
interespecifica).

O material propagativo foi retirado de jardim clonal e mantido em camara fria,
com temperatura entre 2 e 4°C, até a aplicacéo dos tratamentos. Estes consistiram na
combinacgao de trés temperaturas (50°C, 53°C e 55°C) com trés intervalos de tempo
(30, 45 e 60 minutos) definidos com base nos trabalhos de Gramaje et al. (2009a),
adicionado o fator com e sem hidratacdo das estacas na pré-aplicacao do tratamento
de agua quente por 30 minutos, adaptado de Gramaje et al. (2012).

Apbs a aplicacdo dos tratamentos, as estacas foram hidratadas por 12 horas
antes do plantio a campo. O tratamento com hidratacéo correspondeu a imersao total
das estacas em um tanque contendo agua em temperatura ambiente. Semanalmente
foi avaliada a fenologia das plantas de acordo com Eichhorn e Lorenz (1984) e ao final
do experimento avaliou-se 0 numero de plantas que emitiram brotacao e raizes.

A aplicacéo dos tratamentos sobre cada cultivar correspondeu a um ensaio. Ao
todo foram realizados seis ensaios. Cada ensaio foi conduzido no delineamento
experimental de blocos ao acaso com 16 subamostras na parcela principal, num
esquema fatorial 2x3x3, sendo o primeiro fator: hidratacdo, o segundo: temperatura e
o terceiro: tempo do TAQ. O experimento foi implantado a campo, na Embrapa Uva e
Vinho, em setembro de 2014 e acompanhado por 60 dias.

Para a elaboracdo do modelo de previsao da fenologia, considerou-se apenas

a Ultima data de avaliacdo, sendo feita uma média ponderada do estadio fenoldgico
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das 16 subamostras. Todos os dados foram submetidos a analise exploratéria, sendo
utilizado o teste de Kolmogorov — Smirnov (p<0,05) para retirada de valores atipicos.

A metodologia para desenvolvimento do modelo genérico foi baseada no ajuste
de regresséo linear multipla classica, conforme a seguinte expressao [de acordo com
Levine et al. (2005)]: yi = a + b1 x1 + b2 X2 +... + bk X«. [onde, yi: estadio fenologico; a:
coeficiente constante; bi: coeficiente temperatura; bz: coeficiente tempo e X«
temperatura (°C)].

Desta forma, a construcdo do modelo seguiu as seguintes etapas: 1?) para cada
cultivar, com e sem hidratacdo, foi realizado o ajuste do modelo de forma
independente, utilizando-se valores de R e Durbin-Watson para verificagdo da
qualidade dos modelos no que se refere a homocedasticidade e autocorrelacdo; 22)
os modelos preditos para cada cultivar, dentro de cada forma de hidratacdo pré-
plantio, foram comparados entre si, pelo t-teste (p<0,05) dos intervalos de confianca
dos valores preditos; 3%) determinacao da faixa de temperatura preditora do estadio
fenolégico de mesmo valor ao obtido na testemunha (maximo estadio fenoldgico
possivel).

A validacédo do modelo foi realizada a partir de analise conjunta da comparacao
entre as faixas de temperaturas preditoras do maximo estadio fenoldgico com as das
variaveis de validacdo (maxima brotacdo e maximo enraizamento) para as seis
cultivares, com e sem hidratacdo. Esta comparacao foi realizada através do teste-T
(p<0,05) dos valores médios da faixa de temperatura (separada em maxima, média e
minima temperaturas) com seu respectivo erro padrao.

Para verificar a diferenca entre cultivares, os valores preditos a partir das
equacoes foram comparados pelo teste-T (p<0,05) para cada variavel. Nao havendo
diferenca significativa entre as cultivares, para as trés variaveis (Tabela 4),
possibilitou-se a elaboracdo de uma equacdo geral para cada variavel e seus

respectivos limites de tolerancia para temperatura.

Resultados e Discussao

1- Construcdo do modelo
O efeito da temperatura e do tempo de aplicacdo do TAQ sobre a fenologia das
cultivares com e sem preé-hidratacdo € representado na Tabela 1. Observa-se que a

relacdo entre temperatura e tempo de exposicao frente ao tratamento de agua quente
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(TAQ), no tratamento sem hidratac&o, foi multipla para Cabernet Sauvignon, Paulsen
1103, SO4 e IAC 572.

Para o tratamento com hidratacdo, essa resposta ocorreu para as cultivares
Cabernet Sauvignon e Moscato Embrapa. Tanto para o tratamento com e sem
hidratagdo, a comparagédo entre os intervalos de confianca das equacbes de cada
cultivar ndo diferiram entre si, indicando que a resposta da fenologia independe do
genatipo testado, possibilitando o desenvolvimento de um modelo geral para as seis
cultivares de videira. Desta forma, determinou-se a média dos coeficientes da
equacdo, obtendo-se o modelo global: (yfenologa= 48,268 - 0,811xa - 0,058x2),
permitindo prever o efeito do tratamento de agua sobre variaveis agronémicas de Vitis
sp. de forma a auxiliar na tomada de decisdo quanto a temperatura e ao tempo a ser
utilizado.

Da mesma forma, de acordo com os valores médios de R e Durbin-Watson
obtidos observa-se que o grau de confianca do modelo esta adequado. Os valores do
coeficiente de correlacdo R limitados entre -1 < R = +1, quando proximos a +1 ou -1
indicam forte correlacao entre as variaveis, assim, a partir dos valores observados nas
tabelas 1, 2 e 3 observou-se correlacdo direta para todas as cultivares nas trés
variaveis analisadas.

Os valores criticos de Durbin-Watson para estes ensaios, considerando duas
variaveis (k: 2) e 16 observa¢des (n:16) ficaram entre di=0,982 e du=1.539 com
probabilidade 5%, ou seja, valores abaixo de di.=0,982 indicam evidéncias de
correlacdo positiva nos erros, enquanto valores acima de du=1.539 indicam que néo
existe correlagdo positiva nos erros. Assim analisando os valores presentes nas
tabelas 1, 2 e 3, observa-se que os valores médios de Durbin-Watson para fenologia,
brotacdo e emissao de raiz foram em sua maioria inconclusivos, o que poderia ser
resolvido com um maior nimero de observacdes (repeticdes).

A auséncia de significAncia entre os modelos obtidos para as cultivares
corrobora com o trabalho de Gramaje et al. (2009a) que reportaram pequena
variabilidade de percentuais de brotacdo e massa de parte aérea para 0S
portaenxertos Mgt. 41 B, Ruggeri 140, Couderc 161-49, Paulsen 1103 e Richter 110
e para as combinagcbes (Bobal/P1103, Merlot/R 110, Tempranillo/R 110 e

Tempranillo/C161-49) o que possibilita a padronizagéo de um protocolo de TAQ.
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2- Validacdo do modelo

2.1. Quanto as respostas da brotacdo e das raizes ocorrerem de forma similar
a fenologia

A analise da variavel brotacdo mostrou efeito significativo da temperatura e do
tempo para as cultivares Moscato Embrapa, Cabernet Sauvignon e Paulsen 1103 com
e sem hidratacéo (Tabela 2). A brotacéo da cv. Bordd e dos portaenxertos SO4 e IAC
572 somente foi influenciada pela temperatura. Os resultados obtidos para Paulsen
1103 e Cabernet Sauvignon, corroboram com Akgul et al. (2016) que avaliaram as
temperaturas de 51, 52 e 53°C por 30 ou 45 minutos, observando reducao da brotacéo
com o aumento da temperatura e do tempo de exposicao ao TAQ.

A anadlise da variavel emisséo de raiz também mostrou resposta multipla para
as cultivares Moscato Embrapa, Cabernet Sauvignon e Paulsen 1103, quando nao
hidratadas. Quando hidratadas somente as cultivares Moscato Embrapa e Paulsen
1103 foram significativamente afetadas (Tabela 3). A temperatura foi o Unico fator que
influenciou a emissdo de raiz dos portaenxertos SO4 e IAC 572 com ou sem
hidratac&o.

De acordo com revisao feita por Waite & Morton (2007) a diferente sensibilidade
de cultivares Vitis vinifera ao TAQ vem sendo estudada desde a década de 90, quando
este comecou a ser introduzido na rotina dos viveiros. Estudos demonstraram que
algumas cultivares como Pinot Noir, Chardonnay, Reisling e Merlot sdo mais sensiveis
ao TAQ, do que por exemplo, a cv. Cabernet Sauvignon, apresentando atraso no inicio
da brotacéo e da emisséo de raiz, mas ao final do periodo se igualam as plantas que
nao receberam TAQ.

2.2. Quanto as comparacoes das faixas de temperatura preditoras da brotacao
e das raizes ocorrerem de forma similar a fenologia:

As faixas de temperatura foram comparadas entre sistemas de irrigagao e entre
cultivares. Assumindo-se que ndo haja variabilidade suficiente para ocorrer diferencas
significativas nestes tratamentos, considera-se que o modelo global é verdadeiro e
passivel de ser utilizado de forma Unica.

Para as trés variaveis analisadas ndo houve diferenca significativa quanto ao
fator hidratacdo (Tabela 4). Neste trabalho n&o foi observado efeito da pré-hidratacédo
por 30 minutos antes do TAQ, entretanto periodos maiores de hidratacdo poderiam

ser avaliados, pois de acordo com Waite e May (2005), a hidratacao por quatros horas
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prée-TAQ favoreceu o desenvolvimento de calos na base de estacas da cv.
Chardonnay, enquanto que a hidratacdo por 15 horas ou a né&o hidratacdo
desfavoreceu a formacéo de calo basal. A pré-hidratacdo antes do TAQ € motivo de
discussédo entre pesquisadores que utilizam esta técnica. Periodos muito longos
podem prejudicar o material vegetal e permitir a entrada de fitopatdégenos presentes
na agua ou na superficie do préprio material e penetrar através de ferimentos (Waite
et al., 2013).

Em trabalho conduzido na Australia, Waite & May (2005) testaram dois tempos
de pré-hidratacdo (4 e 15 horas) e observaram que estacas Chardonnay submetidas
a 4 horas de hidratacdo obtiveram maior desenvolvimento de calo em comparac¢ao as
estacas submetidas a 15 horas, no entanto sem diferir significativamente da
testemunha (sem pré-hidratacdo). Os resultados observados neste trabalho para a cv.
Cabernet Sauvignon corroboram com os de Waite & May (2005), que nao observaram
efeito significativo da hidratagdo no desenvolvimento de calo e raiz para a mesma
cultivar na Australia.

Embora haja influéncia na reposta de cada cultivar aos fatores temperatura e
tempo, com e sem hidratacéo (resposta simples ou mdltipla) (Tabelas 1, 2 e 3), na
comparacao das faixas de temperatura, 0 comportamento (tolerancia a temperatura)
das seis cultivares de videira nas trés variaveis analisadas foi semelhante (Tabela 4).
A partir dos valores de temperatura limitrofes preditos pelas equacfes de cada
cultivar, determinaram-se os valores minimos, médios e maximos gerais para cada
variavel, sendo 48-49-51°C para fenologia, 46-48-51°C para brotacao e 45-49-52°C
para emissao de raiz.

Na condicdo final, todas as cultivares se igualaram independente de suas
peculiaridades, corroborando com os resultados obtidos por Waite e May (2005) para
Chardonnay e Cabernet Sauvignon, onde observaram diferentes respostas para cada
cultivar isoladamente, mas ao final do experimento o comportamento entre as
cultivares se assemelhou.

Estudos feitos com os portaenxertos 101-14 MGT (Vitis riparia x V. rupestris) e
Teleki 5C (V. berlandieri x V. riparia) por Bleach et al. (2013) mostraram que estacas
tratadas a 48,5°C por 30 minutos nao apresentaram retardo de crescimento ou morte
de estacas na Nova Zelandia. Gramaje et al. (2009a) avaliaram o efeito de
combinagdes de tempo (30, 45 e 60 minutos) e temperatura (50, 51, 52, 53 e 54°C)
sobre a viabilidade de cinco portaenxertos de videira (Mgt 41 B, Ruggeri 140, Courderc
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161-49, Paulsen 1103, Richter 110) e observaram somente uma reducao da brotacao
nos tratamentos acima de 54°C por 30 minutos para 0s cinco portaenxertos.

O comportamento semelhante das cultivares estudadas pode ser explicado,
possivelmente, pelo maior nivel de termotolerancia destas devido ao clima da regido.
As injarias causadas pelo tratamento com 4gua quente séo reportadas como menos
comuns em regides de clima quente comparado a regides frias, isso devido ao alto
nivel de termotolerancia creditado a videiras cultivadas em regides quentes
comparadas com aquelas cultivadas em regides frias (Crocker & Waite, 2004). Isso
foi atribuido a sintetizagao de ‘proteinas de choque térmico’ pelas plantas durante um
clima quente, o que as faz persistir em dorméncia e as protege durante o tratamento
com agua quente (Crocker & Waite, 2004).

Na variavel emisséo de raiz foram observados o menor e o maior valor limite
de tolerdncia a temperatura, que foi de 45°C (minimo) e de 52°C (méximo),
condizendo com estudos realizados em outros paises, onde sdo utilizadas para o
tratamento de &agua quente, temperaturas iguais ou acima de 50°C, como por
exemplo, 50°C na Africa do Sul (Fourie & Halleen, 2004) e na Australia (Waite & May,
2005), e de 50 a 53°C na Espanha (Gramaje et al., 2008; Gramaje et al., 2009a;
Gramaje et al., 2010) e na Italia (Mannini, 2007).

Os valores limites de tolerancia preditos com os modelos condizem com 0s
protocolos utilizados em outros paises. As condi¢cfes climéaticas onde as videiras sao
cultivadas tém influéncia na combinacédo de tempo e temperatura para utilizacdo do
TAQ. Em climas frios podem ser utilizadas temperaturas mais baixas como 48°C por
30 minutos (Graham, 2007), em climas moderados 50°C por 30 minutos (Waite &
Morton, 2007) e 53°C por 30 minutos para climas quentes (Gramaje et al., 2009a). Na
Italia, em um experimento conduzido por trés anos, o tratamento com agua quente a
52°C por 45 minutos demonstrou reducdo nas perdas apés o plantio a um nivel
aceitavel (zero a 20%) comparado com a testemunha (Mannini, 2007).

Conclusodes

1 - N&o existe diferenga significativa de estadio fenoldgico entre as cultivares Bordo,
Cabernet Sauvignon, Moscato Embrapa, Paulsen 1103, SO4 e IAC 572 e o0 uso de
hidratacéo de estacas, podendo-se utilizar um modelo Gnico para predi¢do do estadio

fenologico em funcao da temperatura e do tempo de tratamento térmico.
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2 - O modelo construido neste trabalho é y= 48,268 -0,811x; - 0,058x2, onde: y € o
estadio de desenvolvimento (nota), X1 € a temperatura (°C) e x2 € o tempo (min).

3 - Para fins de recomendac&o, os maiores valores de estadio fenolégico ocorrem na
faixa de temperatura de 48°C a 51°C no tempo de 30 minutos. Na medida em que se
aumenta a temperatura em relagdo a esta faixa ou o tempo de exposicao, o estadio

diminui.
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Tabela 1 — Efeito de temperatura e tempo de tratamento com agua quente (TAQ) sobre a fenologia de seis cultivares de videira submetidas ou nédo a hidratacao

prévia. Equacdes baseadas em yi = a + b1 x1 + b2 x> (onde, yi: variavel; a: coeficiente constante; b1: coeficiente temperatura; b,: coeficiente tempo).

Hidratacéo Cultivar Coef. (b1) IC(b1) IC (b1) Coef. (b2) IC (b2) IC (b2) Coef.(a) IC(a) IC (a) Durbin
Temp. (°C) Inferior Superior Tempo Inferior  Superior Constante Inferior Superior Watson

Bordd -0,450** -0,592 -0,308 ns - - 26,549** 19,003 34,096 0,48 1,693 1,426

Moscato E. -0,797** -1,053 -0,540 ns - - 47,672** 34,059 61,285 0,48 3,148 1,551
Cabernet S. -0,627** -0,822 -0,432 -0,083** -0,116 -0,051 41,134* 30,780 51,488 0,60 2,230 1,816

sem Paulsen 1103 -0,578** -0,790 -0,366 -0,037* -0,072 -0,001 35,153** 23,942 46,363 0,45 2,572 1,637
SO4 -1,485** -1,749 -1,220 -0,065** -0,109 -0,021 86,069** 71,968 100,171 0,70 3,262 1,784

IAC 572 -0,853** -1,028 -0,679 -0,045** -0,071 -0,019 50,250** 40,772 59,728 0,66 1,918 1,163

Bordd -0,183~ -0,320 -0,047 ns - - 12,559** 5,211 19,907 0,27 1,663 1,372

Moscato E. -0,952** -1,245 -0,659 -0,071** -0,121 -0,022 57,220 41,566 72,874 0,51 3,597 1,921
Cabernet S. -0,495** -0,747 -0,242 -0,057* -0,098 -0,015 33,359* 20,042 46,676 0,42 2,816 1,342

com Paulsen 1103 -1,031** -1,288 -0,773 ns - - 59,496** 45,822 73,169 0,57 3,182 1,472
S04 -1,422** -1,679  -1,166 ns - - 80,073** 66,428 93,718 0,69 3,136 1,676

IAC 572 -0,862** -1,157  -0,567 ns - - 49,682** 33,870 65495 0,56 2,691 1,013

Temp. (°C): temperatura; Moscato E.: Moscato Embrapa;

de confianga do coeficiente. %: erro padrdo. Equagdo média global: yrenologia= 48,268 -0,811x1 - 0,058x:.

Cabernet S.: Cabernet Sauvignon. *p-value<0.05, **p-value<0.01, ns: ndo significativo. IC: intervalo
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Tabela 2 — Efeito de temperatura e tempo de tratamento com agua quente (TAQ) sobre a brotacdo de seis cultivares de videira submetidas ou ndo a hidratacéo
prévia. Equacdes baseadas em yi = a + b1 x1 + b2 x> (onde, yi: variavel; a: coeficiente constante; b1: coeficiente temperatura; b,: coeficiente tempo).

Coef. (b1)  IC (b1) IC (b) Coef. (b2) IC(b2) IC (bo) Coef.® IC@ €@ ~ _  Durbin

Hidratagéo Cultivar
Temp. (°C) Inferior Superior Tempo Inferior  Superior Constante Inferior Superior Watson
Bordd -0,053** -0,073 -0,032 ns - - 2,824** 1,727 3,921 0,39 0,257 0,538
Moscato E. -0,105** -0,134 -0,076 -0,006* -0,011 -0,001 6,039** 4,492 7,586 0,54 0,359 1,003
Cabernet S. -0,085** -0,116 -0,054 -0,010** -0,015 -0,005 5,167** 3,524 6,810 0,52 0,363 1,166
sem Paulsen 1103 -0,069** -0,093 -0,044 -0,005* -0,009 -0,001 3,960** 2,657 5,263 0,45 0,305 0,872
SO4 -0,155** -0,185 -0,125 ns - - 8,739** 7,148 10,330 0,66 0,368 0,968
IAC 572 -0,091** -0,122 -0,060 ns - - 4,951** 3,300 6,601 0,53 0,304 1,147
Bordd -0,018* -0,031 -0,005 ns - - 0,952* 0,260 1,643 0,22 0,162 1,352
Moscato E. -0,096** -0,128 -0,064 -0,006* -0,011 -0,000 5,588** 3,861 7,314 0,46 0,404 0,955
Cabernet S. -0,039* -0,076 -0,002 -0,008* -0,014 -0,001 2,680* 0,708 4,652 0,28 0,433 1,014
com Paulsen 1103 -0,110** -0,139 -0,082 -0,005* -0,010 -0,000 6,263** 4,770 7,756 0,56 0,348 0,932
S04 -0,153** -0,182  -0,124 ns - - 8,440** 6,895 9,986 0,66 0,358 0,861
IAC 572 -0,091** -0,122  -0,060 ns - - 4,899** 3,259 6,540 0,53 0,302 0,891

Temp. (°C): temperatura; Moscato E.: Moscato Embrapa; Cabernet S.: Cabernet Sauvignon. *p-value<0.05, **p-value<0.01, ns: ndo significativo. IC: intervalo
de confianga do coeficiente. X: erro padréo.
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Tabela 3 — Efeito de temperatura e tempo de tratamento com agua quente (TAQ) sobre a emissédo de raiz de seis cultivares de videira submetidas ou ndo a
hidratacdo prévia. Equacfes baseadas em yi = a + b1 X1 + bz X2 (onde, yi: variavel; a: coeficiente constante; bi: coeficiente temperatura; b,: coeficiente tempo).

Hidratacéo Cultivar Coef. (b1) IC (b1) IC (ba) Coef. (b2) IC (b2) IC (b2) Coef. (@) IC (a) IC (a) Durbin
Temp. (°C)  Inferior  Superior Tempo Inferior  Superior Constante Inferior Superior Watson
Bordd ns - - ns - - ns - - - - -
Moscato E. -0,105** -0,134 -0,076 -0,006* -0,011 -0,001 6,039** 4,492 7,586 0,54 0,359 1,003
Cabernet S. -0,076** -0,105 -0,046 -0,007* -0,011 -0,002 4,464** 2,890 6,038 0,46 0,348 1,136
sem Paulsen 1103 -0,069** -0,093 -0,044 -0,005* -0,009 -0,001 3,960** 2,657 5263 0,45 0,305 0,872
SO4 -0,155** -0,185 -0,125 ns - - 8,739** 7,148 10,330 0,66 0,368 0,968
IAC 572 -0,091** -0,122 -0,060 ns - - 4,951** 3,300 6,601 0,53 0,304 0,895
Bordd ns - - ns - - ns - - - - -
Moscato E. -0,096** -0,128 -0,064 -0,006* -0,011 -0,000 5,588** 3,861 7,314 0,46 0,404 1,041
Cabernet S. ns - - ns - - 1,541* 0,141 2941 0,23 0,307 1,124
com Paulsen 1103 -0,111* -0,138 -0,083 -0,005* -0,010 -0,000 6,269** 4,787 7,752 0,57 0,347 0,932
S04 -0,153** -0,182 -0,124 ns - - 8,440** 6,895 9,986 0,66 0,358 0,973
IAC 572 -0,091** -0,122 -0,060 ns - - 4,899** 3,259 6,540 0,53 0,302 1,143

Temp. (°C): temperatura; Moscato E.: Moscato Embrapa; Cabernet S.:

de confianga do coeficiente. X: erro padréo.

Cabernet Sauvignon.

*p-value<0.05, **p-value<0.01, ns: ndo significativo. IC: intervalo
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Tabela 4 — Comparacéo entre com e sem hidratacdo para as trés variaveis e comparacao entre as seis cultivares de videira. Equacfes baseadas emyi=a +
b1 X1 + b2 X2 (onde, yi: variavel; a: coeficiente constante; bi: coeficiente temperatura; b,: coeficiente tempo).

Variavel Cultivar Com H SemH  T-teste! Equacao Geral Médiac s Testemunha X (temperatura) T-teste?
a2 gy (P00 y)=*2 Minimo Médio Maximo (p<0,05)
Bordd 3x1,7 4+1,7 1,000 19,554 -0,316x1 1,7 2,3+0,9 51°C 54°C 57°C
Cabernet S. 7+28 7+22 0,735 37,246 - 0,561x1 - 0,070x2 34 79+10 47°C 49°C 50°C
Fenologia Moscato E. 7+3,6 8+3,1 0,844 52,446 -0,874x1-0,071x2 2,5 73+1,1 48°C 49°C 50°C 0,559"s
Paulsen 1103 8+3,2 5+2,6 0,785"™ 47,324 - 0,804x1 - 0,037x2 2,9 72+x14 47°C 48°C 50°C
SO4 9+3,1 10£3,3 0,934 83,071 - 1,453x1 - 0,065x%2 3,2 76+12 50°C 51°C 52°C
IAC 572 727 6+1,9 1,000™ 49966 -0,857x1 - 0,045x2 2,3 10,0+ 1,0 44°C 45°C 46°C
Bordd 0,06+0,2 0,17+0,3 0,631 1,888 -0,035x1 0,2 0,30+£0,11 42°C 45°C 49°C
Cabernet S. 1,15+04 0,45+0,4 1,000m 3,923 -0,062x1 - 0,009x2 04 0,69+0,11 46°C 48°C 50°C
Brotagéo Moscato E. 0,61+04 061+£04 1,000 5,813-0,100x:-0,006x2 0,4 0,62+0,12 49°C 50°C 51°C 0.506"
Paulsen 1103 0,61+03 0,36+£0,3 1,000 5,111 -0,089x1 - 0,005x%> 0,3 059+0,12 48°C 49°C 51°C
S04 0,79+04 0,99+0,4 1,000 8,589 -0,154x1 04 059+0,12 51°C 52°C 53°C
IAC 572 0,35+0,3 0,40+£0,3 1,000 4,925-0,091x1 0,3 0,70+0,15 45°C 46°C 48°C
Bordd o° 0 - - - - - - - -
Cabernet S. 0,11+0,03 0,45+0,3 0,148" 4,464 - 0,076x1 - 0,007x2 0,4 0,69+£0,11 45°C 47°C 49°C
Emissdo Moscato E. 0,61+04 061£04 1,000 5,813-0,100x:-0,006x2 0,4 0,62+0,12 49°C 50°C 51°C
de raiz Paulsen 1103 0,57+0,3 0,36+£0,3 1,000 5,114 -0,090x: - 0,005x%2 0,3 059+0,12 47°C 49°C 50°C 0,619"
SO4 0,79+04 0,99+0,4 1,000 8,589 -0,154x1 0,4 059+0,12 51°C 52°C 53°C
IAC 572 0,35+0,3 0,40+£0,3 1,000 4,925-0,091x1 0,3 0,70+£0,15 45°C 46°C 48°C

a2 medida de cada variavel;® valor médio; ¢: equacédo geral média para cada cultivar; H: hidratacdo; Cabernet S.: Cabernet Sauvignon; Moscato E: Moscato
Embrapa; Z: erro padrao; z: tempo fixo 30 minutos; ns: ndo significativo. T-testel: comparacédo entre com e sem hidratacédo na linha para cada cultivar, em
cada variavel. T-teste?: comparacao entre cultivares na coluna para cada variavel-resposta.
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Resumo

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade ao tratamento de agua quente in vitro,
12 isolados de patdégenos associados as doencas de tronco em videira (trés
isolados de Lasiodiplodia theobromae, dois de Lasiodiplodia brasiliense e
Phaeomoniella chlamydospora, um de Botryosphaeria sp., Phaeoacremonium
parasiticum, Campylocarpon fasciculare, “Cylindrocarpon” sp. e Fusarium sp.)
foram submetidos a diferentes combinac¢des de temperatura (30, 35, 40, 45, 50 e
60°C) e tempo (10, 20, 30, 40, 50, 60 a 120 minutos) de tratamento térmico. Para
cada isolado foram utilizados fragmentos de meio com crescimento micelial,
colocados em microtubos e tratados. Os isolados mais sensiveis ao tratamento
térmico foram Campylocarpon fasciculare e “Cylindrocarpon” sp., com 100% de
inibicdo do crescimento micelial a 50°C por 30 minutos. Os isolados de Fusarium
sp., Lasiodiplodia theobromae e L. brasiliense e Botryosphaeria sp. de forma geral
tiveram seu crescimento micelial reduzido ou inibido a partir de 55°C. Ja os
isolados de Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium parasiticum
foram os mais tolerantes ao tratamento térmico, suportando temperaturas de
60°C.

Termos para indexacdo: doenca de Petri, Pé-Preto, Botryosphaeria spp.,
tratamento térmico, Vitis spp.

Hot water treatment effect on viability of grapevine trunk pathogens
Abstract

In order to evaluate the sensitivity to hot water treatment in vitro, 12 pathogens
isolates associated with grapevine trunk diseases (three isolates of Lasiodiplodia
theobromae, two of Lasiodiplodia brasiliense and Phaeomoniella chlamydospora,
one of Botryosphaeria sp., Phaeoacremonium parasiticum, Campylocarpon
fasciculare, Cylindrocarpon sp. and Fusarium sp.) were submitted to different
temperature (30, 35, 40, 45, 50 and 60°C) and time (10, 20, 30, 40, 50, 60 and 120
minutes) combinations of heat treatment. For each isolate, fragments of medium
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with mycelial growth were placed in microtubes and treated. The most heat-
sensitive isolates were Campylocarpon fasciculare and "Cylindrocarpon” sp., with
100% inhibition of mycelial growth at 50°C for 30 minutes. The isolates of Fusarium
sp., Lasiodiplodia theobromae and L. brasiliense and Botryosphaeria sp. generally
had their mycelial growth reduced or inhibited from 55°C. The isolates of
Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremonium parasiticum were the most
tolerant to the heat treatment, supporting temperatures of 60°C.

Index-terms: Petri disease, Black-foot, Botryosphaeria spp., heat treatment, Vitis
spp.

Introducéo

Devido a reducédo da longevidade de videiras, ao aumento no custo de
manejo preventivo cultural e quimico e a reducado da producéo, o declinio e morte
de plantas de videira causado por doencgas de tronco € um dos maiores problemas
da viticultura (BLOCK et al., 2013). As doencas de tronco englobam um complexo
de patdégenos que podem ocorrer simultaneamente, com a infec¢cdo por um ou
mais fungos, como por exemplo, doenca de Petri e Esca que tem como principais
agentes causais Phaeomoniella chlamydospora (CROUS; GAMS, 2000),
Phaeoacremonium spp. (HALLEEN et al., 2003; MOSTERT et al., 2006), Podridao
descendente causada por fungos da familia Botryosphaeriaceae (VAN NIEKERK
et al., 2004; 2006; 2010) e Pé-Preto com espécies pertencentes aos géneros
Dactylonectria, Ilyonectria, “Cylindrocarpon” e Campylocarpon (SCHECK et al.,
1998a; 1998b; HALLEEN et al., 2004; 2005; 2006; LOMBARD et al., 2014).

Varias estratégias, incluindo tratamento quimico, biolégico e fisico vem
sendo investigadas para erradicar e controlar os patégenos causadores de
doencas de tronco, com especial énfase em alternativas ambientalmente seguras
com destaque para o tratamento de agua quente (GRAMAJE et al.,, 2009;
HALLEEN; FOURIE, 2016). Segundo Waite et al. (2013) diversos estudos tém
sido realizados para avaliar o efeito da aplicacdo de tratamento térmico, de curta
ou longa duracdo, em material propagativo de videiras sobre os patégenos
associados as doencas de tronco. A realizacdo de tratamento térmico com a
temperatura de 50°C por 30 minutos tornou-se uma pratica comum entre oS
viveiros em muitos locais, tendo como resultado a reducédo da incidéncia dos

patégenos associados as doencas de tronco (SERRA et al., 2011).
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Entretanto, estudos demonstraram que o tratamento térmico a 50°C por 30
minutos pode nao ser eficiente para todos os patdgenos associados as doencas
de tronco, como ja reportado por Serra et al. (2009) e Habib et al. (2009) podendo
inclusive danificar as mudas de videira (BLEACH et al., 2009). Waite e Morton
(2007) sugerem que a tolerancia das plantas e dos patdégenos ao tratamento
térmico pode ser influenciada pelo clima no qual as plantas estdo se
desenvolvendo.

A diversidade e variabilidade genética de fungos associados as doencas
de tronco, juntamente com as condi¢gfes climaticas de cada regido, permitiram
demonstrar que temperaturas superiores a 50°C, podem ser mais eficazes na
erradicacao de determinados patégenos em material propagativo em regides mais
guentes, como na Espanha (GRAMAJE et al., 2009; GRAMAJE; ARMENGOL.,
2012), ou o contrario, que temperaturas inferiores a 50°C podem ser eficazes na
reducdo de patdégenos em regiées mais frias, como na Nova Zelandia (BLEACH
et al., 2013).

Ensaios in vitro tém sido conduzidos para verificar quais sdo as
combinagdes de tempo e temperatura que efetivamente inibem o crescimento de
patbgenos associados as doencas de tronco. Experimentos conduzidos por
Whiting et al. (2001) demonstraram que Phaeoacremonium spp. e Phaeomoniella
chlamydospora ndo foram inativados quando submetidos a temperatura de 37°C,
no entanto, depois de 15 minutos a 51°C, a germinacéao conidial foi inibida.

Gramaje et al. (2010) relataram que o atual protocolo de tratamento térmico
a 50°C por 30 minutos pode ser suficiente para controlar “Cylindrocarpon” spp.,
entretanto ndo é suficiente para Cadophora luteo-olivacea e Phaeoacremonium
spp. Testes in vitro realizados por Bleach et al. (2013) com trés espécies de
“Cylindrocarpon”, demonstraram que temperaturas inferiores a 50°C foram
efetivas para inibir o crescimento dos patégenos.

No Brasil sdo cultivadas videiras do Norte ao Sul do pais, 0 que caracteriza
a diversidade da viticultura brasileira. Dessa forma, existe a necessidade de se
conhecer o efeito da utilizacdo do tratamento de agua quente no controle de
fungos causadores de doencas de tronco na videira, visto que néo existem relatos

da utilizag&o desta técnica nas condi¢des brasileiras.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar a sensibilidade de 12 isolados de
fungos causadores de doencgas de tronco em videira submetidos a diferentes

combinacdes de temperatura e tempo de tratamento térmico in vitro.

Material e Métodos

Os 12 isolados utilizados no experimento foram obtidos a partir de
isolamentos de plantas de videira de espécies Vitis vinifera ou V. labrusca que
continham sintomas de declinio em diferentes partes da planta, como ramo,
tronco, ponto de enxertia, colo e raiz, de diferentes locais e cultivares plantadas
no Brasil (Tabela 1). Foram utilizados trés isolados de Lasiodiplodia theobromae,
dois de Lasiodiplodia brasiliense e Phaeomoniella chlamydospora, um de
Botryosphaeria sp., Phaeoacremonium parasiticum, Campylocarpon fasciculare,

“Cylindrocarpon” sp. e Fusarium sp.

Tabela 1 — Caracteristicas dos isolados utilizados no experimento.

Espécie Isolado*  Ano Local Cultivar Idade
L. theobromae CMM-0307 2012 Petrolina - PE 313/Crimson Seedless 7 anos
L. theobromae CMM-0384 2012 Petrolina - PE 313/Crimson Seedless 7 anos
L. theobromae CMM-0820 2012 Petrolina - PE 572/1télia 12 anos
L. brasiliense CMM-0354 2012 Petrolina - PE Harmony/Festival 8 anos
L. brasiliense CMM-0418 2012 Petrolina - PE 313/Crimson Seedless 7 anos
Camp. fasciculare CMM-4273 2012 Petrolina - PE Italia/572 2 meses
Phaeo. parasiticum CMM-4320 2012 Petrolina - PE Italia/313 6 anos
Pcl. chlamydospora CMM-4340 2012 Sé&o Vicente Férrer - PE  Isabel 20 anos
Pcl. chlamydospora 157 TD 2012 Pinto Bandeira - RS Chardonnay/Cabernet 116 8 anos
Botryosphaeria sp. 164 TD 2012 Farroupilha - RS Moscato Giallo/SO4 1 ano
Cylindrocarpon sp. 176 TD 2012 Farroupilha - RS Chardonnay/Paulsen 1103 9 anos
Fusarium sp. 171 TD 2012 Bento Gongalves - RS Italia/Paulsen 1103 3 anos

*Isolados depositados na: CMM = Colegédo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Prof. Maria
Menezes” da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE (Recife — PE); Isolados: 157,
164, 176 e 171 TD (TD: trunk disease) depositados na Colecao de Microrganismos do Laboratorio
de Fitopatologia/Instituto Federal do Rio Grande do Sul — IFRS/Campus Bento Gongalves.

As colbnias de fungos foram repicadas em meio BDA e incubadas em uma
camara incubadora BOD a 25°C durante uma semana para os isolados: Fusarium
sp., Botryosphaeria sp., Lasiodiplodia theobromae e L. brasiliense, duas semanas

para “Cylindrocarpon” sp. e Campylocarpon fasciculare e quatro semanas para
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Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium parasiticum. Apés o periodo
de incubacdo, sete fragmentos com 5 mm de didmetro foram retirados das
colénias e colocados em microtubos de 2,0 ml, contendo 1,3 ml de agua destilada
autoclavada (Figura 1A), de acordo com metodologia adaptada de Gramaje et al.
(2010).

Figura 1. Protocolo de tratamento térmico in vitro; A: fragmentos de meio em microtubo de 2mL;
B: microtubos acondicionados em estante plastica submersa em tanque de banho maria
permitindo regular as diferentes temperaturas; C: fragmentos de meio plagueados em placa de
Petri apds o tratamento térmico; D: placa de Petri exemplificando o crescimento fangico ou nédo
dos fragmentos de meio apds o tratamento térmico.

Os microcubos foram acondicionados ao acaso em uma estante plastica
em um tanque com aquecimento controlado (Figura 1B) e mantidos nas
combinac¢des de temperaturas (30, 35, 40, 45, 50 e 60°C) e intervalos de tempo
(10, 20, 30, 40, 50, 60 e 120 minutos) programados. Apds os tratamentos, 0s
microtubos foram imediatamente mergulhados em um recipiente contento agua
fria por cinco minutos, com o objetivo de parar o processo de tratamento térmico
(GRAMAJE et al., 2010).
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ApoGs o resfriamento, os fragmentos foram retirados dos microtubos e
colocados sobre papel filtro estéril para a retirada do excesso de agua e em
seguida plaqueados em placas de Petri contendo meio BDA comercial e
incubados a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas (Figura 1C). Como testemunha
aos tratamentos, as col6nias de cada fungo foram repicadas e incubadas a 25°C
em BOD. O experimento foi realizado em duplicata conforme descrita por Gramaje
et al. 2010.

A avaliacdo consistiu na verificacdo do desenvolvimento ou néo da colbnia
a partir de cada fragmento (Figura 1D), considerando-se o periodo de uma
semana para Fusarium sp., Botryosphaeria sp., Lasiodiplodia theobromae e L.
brasiliense, duas semanas para “Cylindrocarpon”sp. e Campylocarpon fasciculare
e quatro semanas para Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium
parasiticum (adaptado de GRAMAJE et al., 2010). A andlise estatistica foi feita
levando-se em consideragéo os fatores: temperatura e tempo e sua interacao ou
nao, através de analise de variancia no programa SPSS, em delineamento fatorial,

com 14 repeticdes.

Resultados e Discusséao

Todos os isolados avaliados, sem excec¢ao, ndo tiveram seu crescimento
micelial inibido nas temperaturas de 30, 35 e 40°C nas diferentes combinagdes de
tempo. O efeito do tratamento de dgua quente para o isolado de Fusarium sp.
(171TD) foi determinante a partir da temperatura de 55°C. O crescimento micelial
foi totalmente inibido a partir da combinacgéo de 55°C por 30 minutos (Figura 2), o
que em comparacdo com as demais espécies estudadas mostra que esse

patdgeno foi mais tolerante ao tratamento.
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Fusarium sp. - 171TD Phaeo. parasiticum - CMM 4320
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Figura 2. Percentual de crescimento micelial apés o tratamento de agua quente para Fusarium
spp.(171TD), Phaeo. parasiticum (CMM 4320) Cylindrocarpon spp. (176TD), Camp. fasciculare
(CMM 4273) e Pcl. chlamydospora (CMM 4320 e 157TD).

O isolado de Phaeoacremonium parasiticum (CMM 4320) foi tolerante a

todas as combinacdes de temperatura e tempo de tratamento com agua quente

avaliados, caracterizando-se como a espécie mais tolerante dentre as avaliadas

no trabalho (Figura 2). Este resultado com tolerancia as diferentes combinagdes
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de temperatura e tempo de tratamento térmico, difere do observado em trabalho
realizado na Espanha por Gramaje et al. (2008) com dois isolados da mesma
espécie, sendo observada uma tolerancia de até 53°C por 30 minutos e de 54°C
por 45 minutos.

Dentre os isolados avaliados, o mais sensivel ao TAQ foi o isolado de
“Cylindrocarpon” sp. (176TD), onde os tratamentos a 45°C por 40 minutos e 50°C
por 30 minutos foram suficientes para inibir totalmente o crescimento micelial
(Figura 2). Estes resultados corroboram os trabalhos de Gramaje et al. (2010) que
obtiveram inibicdo completa do crescimento micelial a partir de 48°C por 45
minutos para Cyl. liriodendri e Cyl. macrodidymum. Bleach et al. (2009) também
obtiveram resultados semelhantes in vitro controlando a germinacgéo conidial de
Cyl. liriodendri, Cyl. macrodidymum e Cyl. destructans com temperaturas variando
de 40 & 50°C por 15 a 30 minutos de tratamento de agua quente.

Para o isolado Camp. fasciculare (CMM 4273), na combinacédo de 45°C por
120 minutos, houve uma reducdo de 64% do crescimento micelial, sendo este
inibido a partir de 50°C por 20 minutos (Figura 2). Este resultado confirma os
resultados ja obtidos para espécies associadas ao Pé-Preto, onde temperaturas
superiores a 47°C por 30 minutos inibiram o crescimento micelial de Ilyonectria
radicicola, I. liriodendri e I. macrodidyma (BLEACH et al., 2013).

O resultado obtido para os isolados “Cylindrocarpon” spp. e Camp.
fasciculare sugerem que o tratamento de agua quente padréo (50°C 30 min) em
material propagativo de videira utilizado em muitos locais do mundo (HALLEEN et
al., 2007; GRAMAJE et al., 2010) poderia ser suficiente para controlar espécies
pertencentes a estes géneros também aqui no Brasil.

Para o isolado de Pcl. chlamydospora (CMM 4340) nao houve inibi¢ao total
em nenhuma das combinacdes de temperatura e tempo avaliadas, obtendo-se
50% de reducao do crescimento micelial somente a partir de 60°C por 30 minutos
(Figura 2). Entretanto, para o isolado 157TD da mesma espécie, 0 crescimento
micelial foi completamente inibido apés tratamento a 60°C por 30 minutos (Figura
2). Os resultados reforcam a diferenca na suscetibilidade de isolados da mesma
espécie, como observado por Gramaje et al. (2008), onde o crescimento micelial
de um isolado de Pcl. chlamydospora foi totalmente inibido a partir de 51°C por 30
minutos, enquanto que para outro isolado da mesma espécie, foram necessarios

30 minutos de tratamento a 53°C.
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Para os dois isolados de L. brasiliense (CMM 354 e 418), houve reducéo
no crescimento micelial a partir de 55°C. Para os isolados CMM 354, o
crescimento micelial foi totalmente inibido com 20 minutos de tratamento,
enquanto que para o isolado CMM 418, foram necessarios 30 minutos de
tratamento (Figura 3).

Em trabalho realizado com espécies causadoras de podridao descendente,
como por exemplo, Diplodia seriara, verificou-se completa inibicdo do crescimento
a partir de 50°C por 45 minutos, enquanto que outra espécie como Neofusicoccum
vitifusiforme tolerou tratamento a 54°C por 45 minutos, havendo uma reducéo no
crescimento e sua completa inibicdo (ELENA et al., 2015).

A sensibilidade ao tratamento de agua quente para os isolados de L.
theobromae (CMM 307, 384 e 820) foi diferente para cada isolado (Figura 3). Para
o isolado CMM 820, verificou-se tolerancia a tempos maiores de tratamento, tendo
seu crescimento micelial totalmente inibido somente a partir de tratamento a 60°C
por 20 minutos.

Para os isolados CMM 307 e 384, somente a partir de 50°C por 120 minutos
houve redugéo no crescimento micelial. Para o isolado CMM 384, a partir de 55°C
por 20 minutos, ndo se verificou crescimento micelial, enquanto para o isolado
CMM 307, somente a partir da temperatura de 55°C néo se registrou crescimento
micelial em nenhum dos intervalos de tempo avaliados (Figura 3). Elena et al.
(2015) relataram o controle do crescimento micelial de um isolado da mesma
espécie a partir de tratamento a 53°C por 45 minutos e 54°C por 30 minutos.

O crescimento micelial do isolado de Botryosphaeria sp. (164TD) foi
completamente inibido a partir da combinacéo de 50°C por 60 minutos. Dentre os
isolados avaliados pertencentes ao grupo de fungos causadores de podridao
descendente, este foi o0 isolado mais sensivel (Figura 3). Em trabalho semelhante
realizado por Elena et al. (2015) com um isolado da mesma espécie, os autores
observaram inibicdo completa do crescimento micelial a partir de 52°C por 45

minutos, ndo havendo também crescimento a partir de 53°C por 15 minutos.
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Figura 3. Percentual de crescimento micelial apdés o tratamento de &gua quente para L.
brasiliense (CMM 354 e 418), L. theobromae (CMM 307, 384 e 820) e Botryosphaeria spp.

(164TD).

Os resultados demonstram que em virtude da diferente sensibilidade as

combinacdes de temperatura e tempo de tratamento térmico dos isolados

avaliados, o protocolo de tratamento com agua quente a ser utilizado no material

propagativo deve ser adequado as espécies presentes no material vegetativo

(GRAMAJE et al.,, 2010). Os resultados demonstram que o0s patdgenos



95

“Cylindrocarpon” sp. (176TD), Botryosphaeria spp. (164TD) e Camp. fasciculare
(CMM 4273) foram os isolados mais sensiveis ao TAQ.

Houve efeito significativo (P<0.001) para o fator temperatura e para todas
as espécies avaliadas, observando-se reducéo do crescimento com o aumento da
temperatura e do intervalo de tempo de tratamento (Tabela 2). O fator tempo de
tratamento térmico foi significativo a 1% de probabilidade em todos os isolados,
com excecdo do isolado L. brasiliense (CMM 354) que foi significativo somente a
5% de probabilidade.

Tabela 2 — Andlise de variancia para o efeito de temperatura e tempo de tratamento térmico sobre
o crescimento micelial dos isolados.

Isolado Temperatura (A) Tempo (B) AXB
P>F F P>F F P>F F
L. theobromae CMM 307 0,000 3566,154 0,000 23,077 0,000 23,077
L. theobromae CMM 384 0,000 3845,826 0,000 5,445 0,000 4,311
L. theobromae CMM 820 0,000 101,697 0,000 14,971 0,000 8,045
L. brasiliense CMM 354 0,000 2746,866 0,006 3,682 0,000 3,641
L. brasiliense CMM 418 0,000 1701,782 0,000 24,859 0,000 19,429
Camp. fasciculare CMM 4273 0,000 1984,124 0,000 20,050 0,000 14,281
Phaeo. parasiticum CMM 4320 ~~ ~~ ~~ ~~ ~~ ~~
Pcl. chlamydospora CMM 4340 0,000 21,000 0,000 15,333 0,000 2,794
Pcl. chlamydospora 157TD 0,000 118,637 0,000 41,251 0,000 19,476
Botryosphaeria sp. 164TD 0,000 771,668 0,000 28,901 0,000 27,394
Cylindrocarpon sp. 176TD 0,000 730,537 0,000 30,289 0,000 18,661
Fusarium sp. 171TD 0,000 596,897 0,000 7,970 0,000 7,742

P > F: Probabilidade associada com teste F individual.

Conclusodes

Os isolados estudados apresentaram diferentes niveis de sensibilidade ao

tratamento de agua quente, sendo necessario ajustar a combinacdo tempo e

temperatura de acordo com o patégeno a ser controlado.

Os isolados mais sensiveis ao tratamento de agua quente avaliados neste

trabalho foram “Cylindrocarpon”sp. (176 TD), Botryosphaeria sp. (164TD) e Camp.
fasciculare (CMM 4273).
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Resumo

Espécies pertencentes a familia Botryosphaeriaceae tém sido relacionadas a
podriddo descendente em videiras adultas e a infeccdo de material propagativo
de videira. Nesse trabalho, foi avaliado o efeito de combinacdes de temperatura e
tempo de tratamento com agua quente (TAQ) no controle de Botryosphaeria sp.
(164TD) em estacas da cultivar Bordd (Vitis labrusca) inoculadas artificialmente.
A inoculacdo com micélio de Botryosphaeria sp. foi efetuada através de
perfuracdo no centro da estaca, incubadas por uma semana a temperatura
ambiente e ap0s tratadas a 50 e 53°C por 30 minutos, 51°C por 30, 45 e 60
minutos e comparadas com a testemunha. Nenhum dos tratamentos realizados
evitou o crescimento de Botryosphaeria sp. Nao houve diferenca significativa
guanto a incidéncia entre os tratamentos. A melhor resposta (reducéo de 20% da
severidade) foi obtida com o TAQ a 51°C por 60 minutos.

Termos para indexac¢do: Vitis labrusca, tratamento térmico, doenca de tronco da
videira

Hot water treatment in the control of Botryosphaeria spp. artificially
inoculated on vine cuttings

Abstract

Species belonging to the family Botryosphaeriaceae have been associated with
decline in adult vines and infection of vine propagation material. In this work, was
evaluated the effect of temperature and time combinations of hot water treatment
(HWT) on the control of Botryosphaeria sp. (164TD) on cuttings of the cultivar
Bordd (Vitis labrusca) artificially inoculated. Inoculation with mycelium of
Botryosphaeria sp. was performed by drilling in the center of the cuttings,
incubated for one week at room temperature and after being treated at 50 and
53°C for 30 minutes, 51°C for 30, 45 and 60 minutes and compared with the control
treatment. None of the treatments performed prevented the growth of
Botryosphaeria sp. There was no significant difference in incidence between
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treatments. The best response (20% reduction in severity) was obtained with the
TAQ at a temperature of 51°C for 60 minutes.

Index-terms: Vitis labrusca, heat treatment, grapevine trunk disease.

Introducéo

Espécies da familia Botryosphaeriaceae causam cancros em troncos e
morte de muitos hospedeiros, incluindo a videira, podendo inclusive existir de
forma endofitica e latente em alguns hospedeiros (SLIPPERS; WINGFIELD,
2007). Pesquisas conduzidas em vinhedos reportaram a presenca de espécies de
Botryosphaeriaceae associadas ao declinio e morte de plantas de videira
(URBEZ-TORRES et al., 2006a; 2006b; VAN NIEKERK et al., 2006; PITT et al.,
2010) inclusive no Brasil (GARRIDO et al., 2004).

Acredita-se que o indculo origina-se de madeira doente, seja de videiras ou
restos de poda, onde picnidios exsudam conidios na condi¢do de alta umidade
(VAN NIEKERK et al., 2010) sendo que estes podem ser dispersados pela agua
da chuva a curtas distancias (URBEZ-TORRES et al., 2010). Desta forma, o
material propagativo também € uma fonte de inoculo para a videira. Pesquisas
conduzidas na Africa do Sul relataram a presenca de espécies de Botryosphaeria
tanto em ferimentos de poda, como nas extremidades basais de um ramo de dois
anos (FOURIE; HALLEEN, 2004). Na Espanha sua presenca foi constatada nas
extremidades basais de ramos (AROCA et al., 2010).

Na Nova Zelandia, foi observada a presenca de espécies de
Botryosphaeriaceae (acima de 23%) em mudas enxertadas, portaenxertos e
estacas de cultivares copa assintomaticas (BILLONES-BAAIJENS et al. 2013a,;
2013b). Em mudas de viveiros comerciais € em matrizeiros também observaram
a incidéncia de propagulos de Botryosphaeriaceae sobre a superficie de 33 a
100% das estacas avaliadas, além de registrar DNA de Botryosphaeriaceae nos
equipamentos de enxertia, na formacao de calo e no tanque de hidratacao das
estacas.

Alternativas de controle de patdgenos causadores de doencas de tronco,
como a utilizacdo de tratamento de 4gua quente (TAQ) tém sido utilizadas com
sucesso, no controle de patdégenos como a Doenga de Petri, com tratamento a
50°C por 30 minutos em estacas (GRAMAJE et al., 2009) na Espanha e na Africa
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do Sul (FOURIE; HALLEEN, 2004) para patégenos associados ao Pé-Preto
(HALLEEN et al.,, 2007) e também para patdégenos associados a podriddo
descendente (BILLONES-BAAIJENS et al., 2015; ELENA et al., 2015).

Em trabalho realizado na Espanha com espécies de Botryosphaeria em
estacas inoculadas artificialmente e tratadas a 50-53°C por 30 minutos, observou-
se reducdo drastica da sobrevivéncia dos patégenos apdés 30 minutos de
tratamento a 51°C (ELENA et al., 2015). Na Nova Zelandia, em estudo semelhante
foi relatado que estacas do portaenxerto 5C, previamente infectadas com
Neofusicoccum luteum e N. parvum, tratadas a 50°C por 30 minutos resultou na
incidéncia de infeccdo de 55 e 100% respectivamente, enquanto que no
tratamento a 53°C a reducdo da incidéncia foi de 0 e 8,5%. No entanto, essa
combinacgéo acabou ocasionando a morte das gemas (BILLONES-BAAIJENS et
al., 2015), inviabilizando o material.

O objetivo deste trabalho foi avaliar combinagbes de temperatura e tempo
de tratamento de agua quente no controle de Botryosphaeria spp. em estacas

inoculadas artificialmente.

Material e Métodos

O isolado de Botryosphaeria sp. (164TD) utilizado no experimento foi obtido
da Colecdo de Microrganismos do Laboratério de Fitopatologia do Instituto
Federal do Rio Grande do Sul/Campus Bento Goncgalves obtido através do
isolamento do ponto de enxertia da cultivar Moscato Giallo enxertada sobre SO4.
Esse material foi coletado em 2012, na zona rural do municipio de Farroupilha -
RS, em uma planta com um ano de idade, apresentando sintomas de clorose.

Para utilizacdo no experimento, o isolado foi retirado da colecéo e cultivado
em placas de Petri contendo meio BDA (batata-dextrose-agar) a 25°C por quatro
dias. Antes da inoculagcéo, o isolado foi cortado em fragmentos de 3 mm de
didmetro.

Antes de serem inoculadas, 20 estacas da cultivar Bord6 (Vitis labrusca),
oriundas de jardim clonal da Embrapa Uva e Vinho, armazenadas em camara fria
entre 2°C e 4°C por quatro meses, com 9 cm de entrend, foram esterilizadas por

30 segundos em etanol 70%, 5 minutos em hipoclorito de sodio 0,35% e
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novamente por 30 segundos em etanol 70% (HALLEEN et al., 2003) e deixadas
secar na camara de fluxo laminar sobre papel toalha esterilizado por uma hora
(BLEACH et al., 2013).

Uma perfuracdo de aproximadamente 3 mm que exp6s a medula, foi feita
com um perfurador de rolha de 4 mm (Figura 1A) no meio do entrend de cada
estaca (Figuras 1B e 1C) de acordo com a metodologia proposta por Billones-
Baaijens et al. (2015).

A perfuracdo foi imediatamente preenchido com o micélio previamente
fragmentado e fechado com a casca retirada no momento da perfuragdo e com
uma Unica camada de Parafilm®. Todas as estacas foram incubadas por uma
semana (Figura 1D) a temperatura ambiente para permitir o crescimento micelial
dentro da estaca (BILLONES-BAAIJENS et al., 2015).

Figura 1. Protocolo de inoculagéo; A: furador de rolha de 4mm; B: perfuracéo realizada no meio
da estaca; C: detalhe do furo feito até atingir a medula da estaca; D: estaca apés inoculacdo com
indicacdo dos pontos para posterior reisolamento.

O tratamento de 4gua quente foi feito uma semana apods a inoculacdo. As
estacas foram agrupadas com uma fita. Os tratamentos consistiram em:
testemunha, com agua fria por 30 minutos, 50°C por 30 min, 51°C por 30, 45 e 60
min e 53°C por 30 minutos. Apds o TAQ as estacas ficaram na agua com

temperatura ambiente por uma hora para esfriarem.
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Apbs o resfriamento, as estacas foram secas sobre toalhas de papel em
camara de fluxo laminar durante duas horas, sendo em seguida colocadas em
sacos plasticos individuais a temperatura ambiente por 24 horas (BILLONES-
BAAIJENS et al., 2015).

Decorridas 24 horas da inoculagdo, as estacas foram esterilizadas
superficialmente por imersao em etanol a 70% por 30 segundos e flambadas. Para
cada estaca uma sec¢ao de 4 cm acima e abaixo do ponto de inoculacdo (~9 cm)
foi removida e dividida em segmentos de 1 cm. Os segmentos foram colocados
em placas com meio BDA com sua posi¢ao rotulada e incubados por sete dias em
temperatura ambiente para avaliacdo de incidéncia e severidade (BILLONES-
BAAIJENS et al., 2015).

A presenca do fungo em qualquer um dos nove segmentos indicou a
incidéncia do patdgeno e o numero de segmentos infectados indicou a severidade
da doenca de acordo com Billones-Baaijens et al. (2015). Os dados foram
submetidos a analise de variancia no programa SPSS e as médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey (P<0,001). A relacdo entre o ponto de
inoculacao e as posi¢des de isolamento foram testadas com o teste Qui-quadrado
de Pearson (BILLONES-BAAIJENS et al., 2015).

Resultados e Discusséo

Para todos os tratamentos avaliados a incidéncia de Botryosphaeria sp. foi
de 100%. A severidade no tratamento a 50°C por 30 minutos foi equivalente a
testemunha, sem TAQ (Tabela 1). Os tratamentos a 51°C por 30 e 45 minutos e
53°C por 30 minutos apresentaram reducdo na severidade, mas nao diferiram
significativamente da testemunha. O tratamento a 51°C por 60 minutos diferiu
significativamente da testemunha, reduzindo em 20% a severidade.

Os dados obtidos nesse trabalho indicam que, apesar de bons resultados
de controle in vitro do patdgeno, quando se trata da realizagdo do tratamento de

agua quente em material propagativo a resposta pode ser diferente.
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Tabela 1. Percentual médio de incidéncia e severidade em estacas de ‘Bordd tratadas com
diferentes temperaturas e tempos de tratamento de dgua quente uma semana apoés inoculagéo
com Botryosphaeria sp.

Tratamento com agua quente Incidéncia (%) Severidade (%)
50°C - 30 min 100,0 100,0 a!
51°C - 30 min 100,0 98,9 a
51°C - 45 min 100,0 98,3 a
51°C - 60 min 100,0 80,0 b
53°C - 30 min 100,0 96,1 a
Sem TAQ 100,0 100,0 a

! Letras diferentes na coluna sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0.001). TAQ:
tratamento com agua quente.

Em trabalho conduzido na Espanha, Elena et al. (2015) observaram
completa inibicdo do crescimento micelial in vitro, de um isolado de
Botryosphaeria dothidea a 52°C por 45 minutos e 53°C por 15 minutos. Quando a
avaliacdo foi realizada através de inoculacao artificial de estacas, observaram
reducdo de 100% nas temperaturas de 51, 52 e 53°C por 30 minutos, enquanto
gue na temperatura de 50°C pelo mesmo intervalo de tempo, houve reducao de
63,5%.

Quanto a incidéncia de infeccdo ao longo dos nove segmentos da estaca
avaliados, foi observado efeito significativo entre a distancia e numero de
segmentos infectados para os tratamentos a 51°C por 30 e 60 minutos e 53°C por
30 minutos. A partir dos isolamentos, observa-se que na testemunha e no
tratamento a 50°C por 30 minutos houve incidéncia de 100% em todas as posi¢cées
avaliadas. Esse tratamento corroborou com os resultados que mostraram a
tolerancia do isolado de Botryosphaeria sp. (164TD) ao TAQ a 50°C por 50
minutos.

No tratamento a 51°C por 60 minutos foi observado um efeito altamente
significativo da incidéncia de infeccdo ao longo das posicées da estaca, 0 que
permite inferir sobre a importancia do efeito do tempo de tratamento no controle
deste patégeno, como sobre a tolerancia de cada espécie. Billones-Baaijens et al.
(2015) relataram reducéo total de infeccéo por Neofusicoccum luteum a partir de
53°C por 30 e 60 minutos, enquanto que para N. parvum a reducéo da incidéncia

foi de 50% e 15% respectivamente, em trabalho realizado na Australia.
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Na Figura 2A, pode-se observar o crescimento fangico no ponto de
inoculacado na estaca e a partir dos segmentos retirados da estaca em placas de
Petri (Figura 2B).

Figura 2. 2A: placas contendo os nove segmentos retirados da estaca com as posi¢des rotuladas;
2B: estaca com 9 cm de entrend e marcac¢des demonstrando os nove segmentos (1cm) feitos no
momento do reisolamento. Detalhe do crescimento flngico na estaca percebido através do
escurecimento do ponto de inoculagéo.

Em experimento semelhante, Bleach et al. (2013) relatam a inibicdo do
crescimento micelial in vitro de Cylindrocarpon spp. quando submetidos a 47°C
por 30 minutos. No entanto, em estacas inoculadas houve auséncia de
crescimento do patégeno somente a 48,5°C por 30 minutos, 0 que revela a
interacdo entre patdégeno, hospedeiro e aplicacdo do TAQ. Fatores referentes ao
manejo dos viveiros, como cultivar, comprimento e didmetro da estaca e/ou muda,
a eépoca de coleta do material, tempo de hidratacéo e refrigeracdo em agua pos-
TAQ, assim como as condicbes de armazenamento podem afetar
significativamente a tolerancia do material ao TAQ (WAITE; MAY, 2005).
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Tabela 2. Incidéncia de infecgdo de Botryosphaeria sp. em posi¢des continuas ao longo de
segmentos da estaca, com 0 indicando o ponto de inoculacéo, nimeros negativos sec¢des de 1 cm
abaixo e nimeros positivos se¢des de 1 cm acima da posicao 0, apds diferentes tratamentos de
agua guente realizados ap6s uma semana da inoculacgéo.

Secbes do tecido a 1 cm de distancia
Tratamento de

i do ponto de inoculagéo (0) Sig.?
agua quente
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
50°C - 30 min 20! 20 20 20 20 20 20 20 20 ns
51°C - 30 min 19 20 20 20 20 20 19 20 20 0,019
51°C - 45 min 19 19 19 20 20 20 20 20 20 ns
51°C - 60 min 15 16 18 19 18 14 15 16 13 0,000
53°C - 30 min 19 19 19 20 20 20 20 18 18 0,019
Sem TAQ 20 20 20 20 20 20 20 20 20 ns

1 Referente a 20 repetiges. 2 Associagdo entre as secdes de tecido infectado e a distancia do
ponto de inoculagdo pelo teste Qui-Quadrado de Pearson (P<0.05) e (P<0.001); ns: néo
significativo. TAQ: tratamento com agua quente.

Conclusodes

A combinacéo a 51°C por 60 minutos de tratamento de agua quente é eficaz
na reducdo da severidade de Botryosphaeria sp. inoculada artificialmente em
estacas da cultivar Bordo.
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8 Consideracoes finais

A falta de uma legislagéo sobre producdo de mudas de videira agrava a
discussédo em torno da obtencédo de mudas com qualidade fitossanitéria, uma vez
gue sdo necessarios também padrées minimos de qualidade fisiologica, que
norteiem os viveiristas durante o processo de producdo e garantam ao viticultor a
aquisicdo de material propagativo com caracteristicas adequadas e capacidade
produtiva esperada, acabando com os infortanios entre viveiristas e viticultores.

O tratamento com agua quente € uma alternativa de controle de fungos
patogénicos e pragas utilizado em varias culturas em varios paises. Os artigos
desenvolvidos expressam o potencial da utilizacdo do tratamento de 4gua quente
no Brasil. Apesar de ainda necessitar de alguns ajustes, a tecnologia € promissora
na utilizacdo durante o processo de propagacdo de mudas por viveiristas no
controle ou reducédo de patégenos causadores de doencas de tronco da videira.

A utilizacdo do tratamento de agua quente € uma tecnologia sustentavel e
portanto, viavel e de facil aplicacdo, que pode ser adequada aos diversos
tamanhos de viveiros presentes no Brasil.

Afim de melhorar a eficiéncia desta tecnologia nas condicfes singulares de
cada regido produtora de uva, estudos para identificar os fungos presentes no
solo, nos matrizeiros e mudas devem ser realizados, assim como, avaliar o efeito
do tratamento com &agua quente sobre a viabilidade de cultivares copa e
portaenxertos em outras regides antes de sua aplicacdo em longa escala.

Estudos também devem ser realizados visando combinar a tecnologia com
outros métodos de controle, como o quimico e o biolégico, além de trabalhos na
melhoria do processo de propagacdo de mudas, que é uma das principais fontes
de contaminacdo e disseminacdo de patdégenos causadores de doencas de
tronco.

Apesar da facilidade de aplicacdo do tratamento de agua quente, é
importante o conhecimento geral de como manejar o material que sera submetido
ao tratamento, antes, durante e apds o tratamento, a fim de evitar danos ao

material propagativo.
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A presente tese cumpriu com o objetivo de avaliar a utilizagéo do tratamento
de 4gua quente no controle de patdgenos causadores de doengas de tronco na
videira na producao de mudas, apresentando resultados promissores e pontos a

serem melhorados para a utilizagdo comercial por viveiros.
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9 Anexo

¥
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Fig. 1. Estddios fenoldgicos da videira de acordo com Eichhorn & Lorenz.

01 - gemas dormentes 23 - 50% das flores abertas (pleno florescimento)
02 - inchamento de gemas 25 - 80% das flores abertas

03 - algodao 27 - frutificagao (limpeza de cacho)
05 - ponaa verde 29 - graos tamanho “chumbinho”
07 - 12 folha separada 31 - grios tamanho “ervilha”

09 - 2 ou 3 folhas separadas 33 - inicio da compactagio do cacho
12 - 5 ou 6 folhas separadas; inflorescéncia visivel 35 - inicio da maturagio

15 - alongamento da inflorescéncia; flores agrupadas 38 - maturagio plena

17 - inflorescéncia desenvolvida; flores separadas 41 - maturagao dos sarmentos

19 - inicio de florescimento; 1* flores abertas 43 - inicio da queda de folhas

21 - 25% das flores abertas 47 - final da queda de folhas

EICHHORN, K.W.; LORENZ, D.H. Phaenologische entwicklungsstadien der
rebe. European and Mediterranean Plant Protection Organization, v.14, n.2,
p.295-298, 1984.



