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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, FISIOLOGICA E BIOQUIMI®@ DO
ATAQUE DA PEROLA-DA-TERRA,Eurhizococcus brasiliens(®ILLE, 1922)
(HEMIPTERA: MARGARODIDAE), EM VIDEIRAS

Autor: Marcelo Zart
Orientador: Paulo Vitor Dutra de Souza
Co-orientador: Henrique Pessoa dos Santos

RESUMO

A pérola-da-terrafurhizococcus brasiliensi®€ considerada principal praga da
videira no Brasil devido a mortalidade de plantas &eas infestadas. Contudo ndo ha
informac&o de como o inseto causa 0s sintomas eri e videiras. Esse trabalho teve
como objetivo estudar as caracteristicas sintoigittds de plantas atacadas pela pérola-
da-terra. Foram realizados experimentos em tréeratifes ambientes para avaliar
contrastes nas caracteristicas quimicas, fisichlégicas das plantas com e sem a
presenca da pérola. A campo foi avaliado o crestiopdrotacado e aspectos fisiolégicos
das plantas. Em canteiros de alvenaria foi avalegaoducédo de estacas de ‘Paulsen
1103’ e os aspectos fisiologicos das cultivaressofisabel’, ‘Cabernet Sauvignon’,
hibrido ‘548-15" e ‘Paulsen 1103'. Em casa-de-vag&b foram cultivadas plantas de
‘Paulsen 1103' com substrato esterilizado, infésiagontrolada de pérola, formiga
(Linepithema micanse inéculo do fungo causador da podridao de rd2gndrocarpon
destructanis Avaliou-se, em diferentes interacdes, os aspefisalogicos, bioguimicos,
morfolégicos e nutricionais das plantas. Tambérarfoavaliadas videiras infestadas e nédo
infestadas quanto a atividade de peroxidases (€mdlifenoloxidases (PPO) em raizes;
expressdo génica de Estilbeno Sintase, Chalcotas8ie a proteina Pathogenesis Related
(PR-2) em folhas; e analises anatdmicas de ragzegldiras suscetiveis (‘Paulsen 1103 e
‘Isabel’) e tolerantes (‘Magndlia’ e ‘548-15") quana distincdo da metil esterificacdo de
pectinas de paredes com o anticorpo monoclonal .JANZampo foram observados
sintomas foliares nas plantas avaliadas, identiiseem laboratério como sendo causados
por fungo Botryosphaeriasp.) e virus (enrolamento da folha da videira, &/]R Estacas
de plantas atacadas por pérola sofrem alteracOdslagicas, porém ndo ha diferenca no
percentual de brotacdo e enraizamneto quando cadgsmrcom estacas de plantas nao
atacadas. Nao foram observadas alteraces sintam&tn folhas, no crescimento (ramos
e folhas), nas taxas de fotossintese, teores d#ilde (@, 3 e total) e percentual de amido
em folhas e ramos das plantas em canteiros. Emdeagagetacédo néo foram observados
sintomas foliares do ataque de pérola nas planfastadas por mais de 20 meses. Nao
houve alteracdo da expressao de Estilbeno Sintdsdcona Sintase e PR-2 de plantas
com e sem peérola. Diante de todas as estratégiatadas pode-se concluir que
isoladamente a pérola ndo promove restricbes aabwietmo da videira.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agnan Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (98p.) Julho, 2012.
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MORPHOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
CHARACTERISATION OF GROUND PEARLEurhizococcus brasiliens(8VILLE,
1922) (HEMIPTERA: MARGARODIDAE), ATTACK IN GRAPEVINE!

Author: Marcelo Zart
Adviser: Paulo Vitor Dutra de Souza
Co-adviser: Henrique Pessoa dos Santos

ABSTRACT

The ground-pearEurhizococcus brasiliensiss considered as the main pest of
vineyards in Brazil because the association withrtaity of vines in infested areas.
However, until the moment, there isn’t informatiom how this insect can cause symptoms
and death of vines. This work aimed to study theagpmatic characteristics of plants
attacked by ground-pearl. Assays were performel plants attacked and not attacked by
the pest in three different environments, with ititention to evaluate contrasts chemical,
physical and biological between plants. The growfiputing and physiological aspects of
plants were evaluated at the field. In plant-betdh the control of infestation of ground
pearl, we evaluated the production of cuttings [$8u1103' and the physiological aspects
of cultivars-tops ‘Isabel’, ‘Cabernet Sauvignonybinid ‘548-15’ and ‘Paulsen 1103'. In
greenhouse, ‘Paulsen 1103’ rootstock seedlings genen using sterilized substrate and
controlled infestation of ground pearl, ahinepithema micarsand the fungus that causes
black foot rot Cylindrocarpon destructans We evaluated in different interactions, the
physiological, biochemical, morphological and midnal aspects of plants. We also
evaluated infested and not-infested vines and tte/itg of peroxidases (GPx) and
polifenoloxidases (PPO) in roots; Stilbene Synthasel Chalcone Synthase gene
expression, and Pathogenesis Related (PR-2) prioté&aves, and anatomical analysis of
roots vines susceptible (‘Paulsen 1103’ and ‘Isalzld tolerant (‘Magnolia’ and ‘548-
15") regarding distinction of methyl esterificatioaf pectins from walls with the
monoclonal antibody JIN7. In the field were obsedmnfeliar symptoms at the plants,
identified in the laboratory as being caused bygtish Botryosphaeriasp.) and viruses
(GLRaV). Cuttings of plants attacked by ground-peaffer morphological modifications,
but there wasn't difference in the percentage obsjing and rooting cuttings compared
with plants not attacked. In symptomatological aspen plant-bed were not observed
modifications symptomatic in leaves, growth (stemusd leaves), in the rates of
photosynthesis, chlorophyll contents and percentafgstarch in leaves and stems. In
greenhouse were not observed typical foliar symptofrthe attack of ground-pearl in the
plants infested for over 20 months. There wasn’tdifications in the expression of
Stilbene Synthase, Chalcone Synthase and PR-2yzadaln leaves. Due to all the
strategies adopted in this work to characterizadbkated effects of ground-pearl, one can
conclude that this insect alone does not promaertbtabolism of the vine restrictions.

! Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agrormruiniversidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (98p.) July, 2012.
Vi
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1 INTRODUCAO

A viticultura apresenta elevado destaque econdmmisocial nas regides onde a
espécie é cultivada comercialmente. Com excecadndartida, em todos 0s outros
continentes existe um ou mais paises produtoras/ae com destaque mundial, fato
relacionado ao alto valor agregado que a uva e deugados alcancam na balanca
comercial. Aliados ao apelo lucrativo do segmenimam-se ainda as politicas sociais
desenvolvidas nas regides produtoras, os ritufigiogos associados ao consumo do
vinho e, entre outros, a descendéncia culturaluttove de videiras existente nas etnias
que migraram das regides do mediterraneo, prinogate da Italia e Franca, para as
novas regides produtoras.

Um dos aspectos de elevada importancia para o mdaegjultura da videira € a
incidéncia de pragas e doencas, sendo as Ultimasvalarizadas dentro de acbes de
controle fitossanitario. No Brasil, doencas fungipadem ser responsaveis por até 30%
do custo de producdo em regides onde o clima é&dagbao seu desenvolvimento
(S6bnego & Garrido, 2007). Tal fato € comprovadoopelimero de fungicidas
registrados para a cultura (44), comparado com @adicidas - inseticidas (13)
(Agrofit, 2012). Artropodes pragas sao relatados\@ale importancia secundéria na
cultura da videira (Bottoret al, 2003), embora ao se observar mais atentamente, a
baixa qualidade do produto final pode estar refamia com a incidéncia de insetos-
praga (Bottonet al, 2005). Também, em recente andlise para encomséiuos de
agrotoxicos em alimentos no pais, a uva apresergsultado insatisfatério com
produtos ndo autorizados para a cultura ou valorediEluo acima do limite maximo
permitido em 56,4% das amostras avaliadas (ANVIEX,1). No total dos agrotéxicos
encontrados na uva, 46,3% representava ser ddcidasf o que demonstra uma
possivel defasagem dos ingredientes quimicos adilig ou mesmo, uma falta de

controle no uso dos inseticidas permitidos porepdaots viticultores.



Tratando-se especificamente de insetos-pragas, ralaja-terra (também
conhecida como margarodes ou carrapato-da-videEayhizococcus brasiliensis
(Wille, 1922) (Hemiptera: Margarodidae), é de etlvamportancia para a cultura da
videira. Esta cochonilha é considerada como unpdasipais agentes desencadeadores
do declinio e morte de plantas, principalmente gdlauldade de um controle eficiente
em areas infestadas (Bottehal, 2004). E uma cochonilha subterranea que se rtiéme
especificamente da seiva das plantas, infestandaizss de seus hospedeiros, e que &
praticamente imével durante quase todo o seu dlaida (aproximadamente um ano).
Desde a sua descoberta, em 1922, a pérola-dat¢éenraido considerada o principal
inseto praga das videiras no Sul do pais (SoricaBo@i, 1986). Este fato tornou-se um
estigma, por parte dos técnicos e produtores, deequareas infestadas com pérola-da-
terra a producéo de uvas é comprometida ou inizadé. Diante deste cenario, houve
grandes esforcos técnicos na selecdo de produfosicgs eficazes para o controle
deste inseto sem nenhuma preocupacao no entendither@omo esse inseto provoca
0s sintomas na videira. Contudo, até a present i se dispde de um controle
quimico que seja totalmente eficaz para evitar agus, havendo constancia de
infestacdo e disseminacao deste inseto em areastide no Brasil.

Atualmente, o manejo da pérola-da-terra em ardastadas se baseia no uso de
inseticidas neonicotindides, aplicado nas raizgdantio de plantas mortas (sem uma
precisa identificacdo da sintomatologia e tratamemtévio do local de plantio),
aumento na adubacdo e manejo de cobertura ver@eadBottoret al, 2009, Botton
et al, 2010).

Na implantacdo de um vinhedo em area infestada@mrendacao tem sido a
drenagem dos locais com problema de solo enchareagtantio das mudas em
“camaledo” (elevacao do solo na linha de plantdahdo-se preferéncia para escolha de
material vegetativo comprovadamente sadio (Dal &0 al, 2007). Algumas
observacdes preliminares na Serra Gaucha, em Satéaina e no Parand, salientam
que hibridos da espéciétis rotundifolia apresentam tolerancia a infestacdo de pérola
da terra (Dal Bcet al, 2007; Botton & Colleta, 2010; Broetti al, 2011). Contudo,
estes materiais também apresentam mortalidade afgapl em solos muito Umidos
(baixadas) e/ou com problemas da falta de drena@@Emmodo geral, 0 manejo da
pérola-da-terra na viticultura € oneroso e, em osudasos, ha falta de interesse dos

produtores por cultivos em areas infestadas, impdct diretamente a pequena



propriedade rural que predomina nestas regidegniitblas brasileiras (Protas al,
2002).

Na analise da interacdo inseto-planta, salientgueeo génerd/itis € exotico
para as condi¢cdes brasileiras, forcando muitogaeseativos a se adaptar a fitofagia
sobre as diferentes espécies e cultivares de agjeadquirindo o status de praga (Silva
et al, 1967). A pérola-da-terra € um exemplo de esp@tiga que atingiu um nivel de
adaptacdo em plantas exéticas, conseguindo sobreemw videiras, por exemplo.
Contudo, plantas de videiras apresentam baixa pwahde, desenvolvem sintomas e
morrem quando infestadas por pérola-da-terra, dayamta a hipotese de que a videira
nao se adaptou a esse inseto pelo tempo restrdoed®lucao (Botoet al, 2009). Esta
hipotese é corroborada pelo fato de muitas espédeiptantas nativas ndo manifestarem
0S mesmos sintomas de ataque apresentados padaasidEntretanto, algumas plantas
exoticas infestadas pela pérola-da-terra tambénpadecem com 0s mesmos sintomas
observados em videiras, tais como macieira, podaendmaximo ter o vigor reduzido
pela infestacao, fato que intriga o aspecto denizdgao da pérola no génériis.

Devido aspectos intrinsecos da pérola-da-terrapanaio de vida longo, habito
subterraneo, alimentacéo exclusiva em tecido vigm Existe dieta artificial), interagao
com formigas (Hickel, 1994; Nondillo et al., 20X)possivelmente simbiontes (Zucchi
et al, 2011), ha muitas dificuldades para se ter avasgbre a bioecologia deste inseto.
Portanto, o conjunto destes entraves se apresenta o principal fator do limitado
conhecimento que existe sobre a interacdo entéraapda-terra e videira, apesar da
importancia desta praga na viticulturta nacional.

Esse trabalho teve como meta a caracterizacdo |dg&ta, morfoldgica,
fisiologica e bioquimica da interacdo pérola-daater videira, buscando identificar os
mecanismos envolvidos na sintomatologia de ata@i@mo estratégia de estudo,
buscou-se o comparativo de plantas atacadas e ta&adas, considerando areas
comerciais de vinhedo e ensaios em condi¢cOes dada® de ambiente, substrato e de
infestacdo. Para isso, o trabalho foi estruturamo a intencédo de atender as seguintes
guestdes técnico-cientificas:

- Comparar a evolugao dos sintomas foliares detgdatie videiras atacadas e
ndo atacadas por pérola-da-terra, em relacdo aepigs de clorofila, nutrientes,
respostas fotossintéticas, taxas respiratoriasxe transpiratério em folhas;

- Avaliar a influéncia da interacéo entre pérola@taa e formiga argentina em

plantas de videira em condi¢des controladas dstaféo e sanidadedo substrato;



- Caracterizar sintomas do ataque da pérola-da-tem plantas copas de
diferentes cultivares/espécies, enxertadas sobréa-poxerto suscetivel (‘Paulsen
1103’), em contrastes com e sem pérola;

- Caracterizar o grau de metilesterificacdo dagiqe presentes nas raizes de
plantas suscetiveis, tolerantes e resistentesagaeatia pérola-da-terra, com o intuito de
selecionar causas de resisténcia;

- Avaliar modifica¢cdes na distribuicdo de resertermporarias (carboidratos e
proteinas) em ramos e folhas de videiras (‘Pauldd)8’) infestadas e nédo infestadas
por pérola-da-terra;

- Verificar se a presenca de pérola-da-terra iaterfna colonizacdo d€
Cylindrocarpon destructansm videira ‘Paulsen 1103’;

- Analisar a atividade de enzimas relacionadas estmesses bibticos e abidticos
em tecido de raiz de plantas com e sem pérolarda-te

- Analisar a indugéo de genes relacionados comfesa@ede videiras contra
patogenos, em ‘Paulsen 1103’ cultivadas em ambiemne controle da infestacdo de

pérola-da-terra €. destructans



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Videira: origem e importancia

A videira € uma planta de clima temperado, porém ptasticidade genética
gue a possibilita multiplicar-se em regides de m@stes, com diferentes latitudes,
longitudes e altitudes. E uma planta cosmopolietemcente ao génerditis L.
(Familia: Vitaceae), e abrange aproximadamente sp@ates (Mullinset al, 1992).
Ainda néo existe uma teoria que explique onde edmaurgiu o génerwitis, porém
estudos com sementes fossilizadas encontradasropeEmostram que espécies muito
semelhantes ao género atual existiram entre 2 HI®@s de anos. Acredita-se que a
partir do hemisfério norte do planeta a disperséstat plantas teve duas direcoes
principais: uma americo-asiatica e outra euro-asigGiovannini, 2008).

Espécies do génerditis sdo encontradas, na sua forma nativa, somente no
hemisfério norte do planeta (Jackson, 2008), estatistribuidas em trés centros de
origem: Euroasiatico, Asiatico e Americano. Nassiicacdes mais aceitas este género
€ subdividido em duas secdes (ou sub-géneros), qaalacom a devida distingéo:
Euvitis, que apresentam diafragma entre os ramasalcmedular interrompido,
gavinhas bifidas ou trifidas, ndo apresentam lelaic visiveis e possuem 38
cromossomos; e Muscadinea, que apresentam canallanecbntinuo, gavinhas
simples, casca com lenticelas proeminentes e 48agsomos (Mullinet al, 1992).

Na secdo Euvitis encontram-se as videiras mais|asu(ou verdadeiras, conforme
alguns autores), como as espécies produlditesvinifera Vitis labruscae as espécies
utilizadas como porta-enxeridtis rupestris Vitis riparia e Vitis berlandieri Na secéao
Muscadinia encontra-se a espédiis rotundifolig rustica e com grande potencial para
o melhoramento de porta-enxertos resistentes apidg solo (Sousa & Martins, 2002;
Giovannini, 2008; Botton & Colletta, 2010). O mealamento se da principalmente pela
formacdo de hibridos, devido a incompatibilidadeégiea entre as se¢bes Euvitis e
Muscadinea (Torregrosa & Bouquet, 1995).



Devido a uva ser uma das frutas mais antigas adiéig na alimentacdo humana,
o cultivo da videira acompanhou a migracdo dos @rms agricultores, com
domesticacdo e adaptacdo de espécies e uma vasta dm cultivares (Sousa &
Martins, 2002; Giovannini, 2008). Segundo dado2@E), a area mundial de vinhedos
abrange 7.280.468 hectares, sendo 53,58% locatizadoEuropa, 28,83% na Asia;
13,06% na América, 4,81% na Africa e 2,73% Oce&Di¥, 2012). No Brasil a area
de plantio comercial de videiras abrange aproximmesde 81 mil hectares, com
producdo de 1.351.160 toneladas da fruta (IBGE2R(0o ano de 2009, no cenario
internacional, o Brasil encontrava-se n& p®sicdo em area cultivada e enf béa
producdo de uvas (Mello, 2012a), com 43% de uvasindelas para industria (suco,
vinho, geléias, etc) e 57% de uvas para o coméaim fruta fresca (Mello, 2012b).

No balanco comercial brasileiro as exportacdes d® ecomo fruta fresca
representou 59.391 toneladas para o ano de 201lo(M612a), alcangando o quinto
lugar em volume e o segundo em renda, quando cashpartom as demais frutas,
somando US$135.782.857,00 (Brazilianfruit, 2012)0 NMomércio de produtos
industrializados o setor esta representado, pahuignte, pelo suco de uva e pelos
vinhos finos e espumantes, que corresponderam ctb2 doneladas e 1,33 milhdes de
litros, respectivamente (Mello, 2012b). Entretargajstem grandes perspectivas de
aumento para o futuro devido a abrangéncia de nmgées produtoras que o pais
oferta ao setor (Protas al, 2002).

2.2 Pérola-da-terra

2.2.1 Classificacéo e bioecologia

A pérola-da-terra € um inseto que pertence ao gramdpo conhecido como
cochonilhas (Superfamilia: Coccoidea), que se teniaam por serem desprovidos de
filamentos no apice das antenas e apresentarenstm reurgindo entre as coxas
anteriores (Figura 1) (Lima, 1945). E uma cochanibubterranea (hipdgea) e de
fitofagia exclusiva de raizes (Figura 2), tanto pdentas cultivadas como silvestres,
sendo prejudicial no primeiro, segundo e tercefrstaires, visto que os adultos sdo
desprovidos de aparelho bucal (Soria & Gallott8@;9oldi, 2005). O termo “pérola-
da-terra” deriva da similaridade destes insetoarfda na fase de cisto) com as pérolas
verdadeiras, que sdo produzidas por alguns molus@rshos (Foldi, 2005). Este

termo é designado para um grupo de aproximadam&dfe espécies descritas,



distribuidas em 10 géneros, pertencentes a faMaigarodidae e com ocorréncia em

quase todos os continentes do planeta, com exdacAatartida (Foldi, 2005).
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FIGURA 1. Fases da pérola-da-terra; cistoFIGURA 2. Raizes de videira infestadas

amarelo (A), cisto branco (B) e por pérola-da-terra. Bento
fémea movel (C). Bento Gongalves, dez/2010. (Foto:
Goncalves, dez/2010. (Foto: Mariath).

Zart).

O géneroEurhizococcusSilvestre 1936 é nativo da América do Sul, cors tré
espécies descritaBurhizococcus brasiliensi®Ville, 1922); Eurhizococcus brevicornis
(Silvestri, 1901); Eurhizococcus colombianuglakubski, 1965) (Foldi, 2005). Das
espécies deste género, apdaabrasiliensidoi identificada se alimentando de videiras.
Todavia, apresenta elevada polifagia, com sobravigéconstatada em mais de 70
espécies de plantas, o que abrange 20 diferemekafmbotanicas (Bottoet al, 2004).

No Brasil, E. brasiliensisfoi constatada pela primeira vez em 1921, no nipiaicde
Santa Maria, Rio Grande do Sul, infestando vide(€4lle, 1922). Inicialmente a
espécie foi identificada por Wille em 1922 corwtargarodes brasiliensigWillie,
1922), sendo posteriormente transferida para uro gémeroEurhizococcugSilvestri,
1936).

A pérola-da-terra encontra-se distribuida por garegides do pais. No Estado
do Rio Grande do Sul ja foram encontrados insetoalisnentando de videiras em
praticamente todas as regides viticolas (com ercdadSerra do Sudeste e Campanha
Gaucha). A exemplo disso, destacam-se 0s reg¢rasorréncia nos Estados de Santa
Catarina, na regiao do Vale do Rio do Peixe (M&dschuck, 1988; Milanez, 2001);
Parand, nos municipios de Rio Negro (Figueira 3ua@70) e Curitiba (Gallotti, 1976;

Morales, 2001); S&o Paulo, nos municipios de SRitea do Passa Quatro e Guarei



(Novo, 1978) e Louveira (Lourenc&o al, 1989). Mais recentemente a pérola-da-terra
foi também encontrada na regido do Vale do Saockem nos Estados de Pernambuco
e Bahia (Haji & Alencar, 2000; Hagit al, 2004).

A biologia da pérola-da-terra apresenta grandecuddade de ser estudada,
principalmente por se tratar de um inseto de vigatesranea e apresentar um ciclo
longo (aproximadamente 1 ano). Com base em obgmsale campo, sabe-se que sua
multiplicacdo pode ser tanto assexuada como sexaiagee nas condicdes ambientais
do Rio Grande do Sul ocorre principalmente porgragiénese telitoca, uma forma
assexuada em que fémeas produzem fémeas (SorildtiGh986; Soria & Dal Conte,
2005).

O ciclo é considerado univoltino (uma geracao gnugiresentando fases de
ovo, ninfa e adulto, porém, ha suposicdes de afiesado ciclo devido observacoes a
campo de todas as fases durante todo o periodaal¢Dal Béet al, 2007). O ciclo
assexuado da pérola-da-terra se caracteriza p@saapar um estadio de cisto,
inicialmente de cor amarelada, mas geralmentes algese romper e liberar os ovos, de
coloracdo branca. Neste cisto é onde os ovos gawsittedos pela fémea, que morre
apds a postura, 0 que no campo, ocorre entre ossngesnovembro e margo. Destes
ovos eclodem as ninfas méveis de primeiro instarggassionam e rompem as paredes
(que se tornam frageis) do cisto. A ninfa de priméistar € movel e desloca-se para
uma raiz para se alimentar (Gallotti, 1976; Fold#90; Hickel, 1998; Bottoret al,
2000; Soria & Dal Conte, 2000). Apés localizacamieio da alimentacdo a ninfa se
fixa a planta. Na troca de instar as ninfas perdsrapéndices (pernas e antenas) e, ja
estando fixas nas raizes, encerram-se no integi@ud propria cuticula, o que assume
um formato esférico. A ninfa de terceiro instamlb&m imével, atinge o maximo de
crescimento nos meses de outubro e novembro, passtormato globoso e coloragéo
amarelada (como uma pérola), completando o cidexamdo (Foldi, 2005; Botost
al., 2009).

No ciclo sexuado da pérola-da-terra o cisto se eopgra a saida de uma fémea
movel, geralmente de corpo piloso, neoténica (nd@santa asas), desprovida de
aparelho bucal, apresentando o primeiro par deapatn tipo fossorial (adaptado para
escavar) e de coloragdo amarelo-laranja (Figur@ditkel, 1998; Soria & Dal Conte,
2000; Bottonet al, 2009). Com funcdo apenas reprodutiva, nestadasseto escava
em direcdo da superficie do solo para o acasalancemt o macho, que por sua vez é

alado e também desprovido de aparelho bucal. A@tsmsalamento a fémea volta para



o interior do solo, para realizar as posturas. iRgpara a espécié. brasiliensisnao
existem registros de ocorréncia no campo (Hickef81 Soria & Dal Conte, 2000).
Poucas informac¢des encontram-se disponiveis sotpue ocorre com as fémeas moveis
apos a fecundacdo, como também, sobre os fatoedegam ao aparecimento de

machos na espécie (Foldi, 1990).

2.2.2 Disseminacdao e interacdo com outros organisao

A dispersdo da praga se deve muito ao transporteyims organismos. Para
longas distancias a disseminagdo ocorre principdknpela ajuda do homem, seja
através do solo retido em meios de transporte;ngoleimentos agricolas e, na maioria
dos casos, através de mudas com presenca de nadamizes (Mariconi & Zamith,
1973); fato provavelmente responsavel pelo apaestimnda praga em vinhedos de
Petrolina, PE (Hajet al, 2004).

Em curtas e médias distancias, dentro de um vintdmkiacam-se as formigas,
principalmente a espécielinepithema micans (Forel, 1908) (Hymenoptera:
Formicidae), as quais associam-se aos cistos ddapém busca de excrementos
acucarados conhecidos como melato (do ingt@ewdew Desta associacdo resulta um
aumento na dispersdo da praga dentro e fora deiqadripois as formigas protegem e
transportam as ninfas moéveis recém eclodidas ddogal para outro, adotando-as
como suas proéprias crias (Hickel, 1994). Isso éialypara a permanéncia da praga na
planta, conforme demonstrado por Nondi#o al. (2010) (Nondillo et al.,, 2012a;
2012b). Também pode ocorrer o transporte de cestaafas por efeito de chuvas, que
por meio de enxurrada carregam as formas infestalgeareas com maior cota para
areas de menor cota (Hickel, 1998).

Até 0 momento ndo existe comprovacdo que a pémlarda seja vetor de
doencas em plantas. Porém, em situacdo de areamodm de plantas por pérola-da-
terra, tem-se observado, de modo concomitante sempga do inseto, a existéncia de
doencas fungicas de solo, com prevaléncia da es@gdindrocarpon destructans
(Zinssm.) Scholten (Garrido & Sénego, 1999), ppaticausador da doenca conhecida
como podriddo do pé da videira ou pé-preto (Garatial, 2004a). Até o presente
momento ndo existe uma forma eficaz de controléaddsenca e ndo existe uma
caracterizacdo da sintomatologia que esse funge pommover nas plantas atacadas.
Além disso, ndo ha nenhuma evidéncia de que a gdesterra possa atuar na

infestac@o deste fungo em raizes de videiras.
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2.2.3 Tolerancia de porta-enxertos a pérola-da-tear

O uso de porta-enxertos tolerantes mostrou-se eefiei quando utilizado
materiais da espécié. rotundifolia (Botton & Coleta, 2010; Broettet al, 2011).
Como esta espécie apresenta incompatibilidade igan€¢Pn=40) com videiras
comerciais (2n=38), com¥. viniferae V. labrusca o uso de hibridos interespecificos
parece ser o caminho em busca de cultivares de-poxiertos resistentes e compativeis
com as cultivares copas (Torregosa & Bouquet, 19E8}retanto, hibridos d¥.
rotundifolia sdo de dificil multiplicacdo por métodos convenaisn como estaquia
(Botelho et al, 2005), e apresentam elevado vigor, 0 que acansnitindo para a
cultivar copa, considerada caracteristica indesejpara a produgcdo de vinhos finos.
Também, durante a fase de selecdo dos materigcim® ao desenvolvimento de
resiéncia a pérola-da-terra, os materiais saovadlitis em areas com a presenca da
praga, porém a copa observada para o surgimentntemas foliares é sempre de
cultivar do porta-enxerto (Que muitas vezes naoashstna sintomas) e, sem a presenca
do enxerto na planta testada, a planta sobrevine reanifestar reducdo no vigor
(Botton & Coleta, 2010).

Questbes sobre a estratégia de resisténcia e/evariola da espéci¥.
rotundifolia ao ataque de pérola-da-terra sdo pouco estudSdae-se que insetos
sugadores produzem tipos especificos de enzimastoligs, contidas em glandulas
salivares de seu aparato bucal, as quais séo uzida$ nos tecidos da planta para
facilitar a entrada dos estiletes alimentares nspédeiro (Miles, 1999). Entre os
diferentes tipos de enzimas ja estudadas em inggetaca-se o grupo das pectinases,
que atuam diretamente nos componentes pécticoarddepcelular vegetal (Mat al,
1990). De maneira geral, a parede primaria dadaseliegetais (dicotiledéneas) é rica
em polissacarideos pécticos, que sao polimeros legogp e apresentam diferentes
graus de metilesterificacdo (Willaet al, 2001). O grau de metilesterificagcdo tem
influéncia sobre as propriedades gelificantes @as$inas e a acdo de pectinases sobre
os polissacarideos (Sakati al, 1993). Quanto menor o grau de metilesterificata@®
pectinas, maior sera a interacao ibnica das pectioiam calcio, 0 que proporciona maior
rigidez e resisténcia a degradacdo destes polinf@aféall & Mohnen, 2009). Com
isso, estudos imunocitoquimicos com anticorpos mlonais tém sido utilizados para
mostrar a localizacdo espacial e temporal de dsmecisitios moleculares dos
diferentes constituintes da parede celular (comalaesterificacdo), denominados de

epitopos. Destas analises, podem ser selecionadémetros biquimicos importantes
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para caracterizacdo de resisténcia em plantasessss bidticos (ex.: atague de fungos
e insetos). Anticorpos monoclonais ja foram tedagln diferentes espécies vegetais e
demonstraram importantes resultados quanto a masele metilesterificacdo e

localizac&o de pectinas na parede celular (Widatd, 2001).

2.2.4 Sintomas e danos

Até o0 momento, acredita-se que o definhamento digirgis atacadas por pérola-
da-terra se deve apenas a succao e/ou acdo taxicmgém decorréncia da
incompatibilidade bioquimica entre o inseto e anfaa(Botton et al, 2000).
Argumentacdo esta amparada principalmente pelaredies origens do género
Eurhizococcusgue é da América do Sul (Foldi, 2005) e das praisigspécies de
videiras comerciaisy. vinifera, da Europa eV. labrusca da Ameérica do Norte
(Giovanini, 2008). A suposicédo de co-evolugcdo easigécies (inseto - planta) também
pode explicar a relacdo da praga com espéciesaBatoomo em goiabeira-serrana
(Acca sellowiann@erg.), que € uma planta da familia Myrtaceae eapdiesenta danos
guando infestada pela praga (Hickel & Ducroque®5)9

Em plantas de videira com sintomas ligados a pgeseia pérola-da-terra, as
folhas apresentam clorose entre as nervuras, desirmasimilar a deficiéncia de
magnésio, e comecam a encarquilhar, ocorrendoJggmsacasos, necroses nas bordas
(Figura 3) (Hickel, 1998). Plantas com estes siat®rgeralmente apresentam baixo

vigor, entrends curtos, entram em declinio, deidanproduzir e morrem (Figura 4).

FIGURA 3. Folhas de videira/( labruscd sem FIGURA 4. videira (V labruscd em area

sintomas (A), com sintomas de infestada por pérola, com
clorose (B) e necrose (C), atribuido baixo vigor e entrenés curtos.
a pérola-da-terra. Pinto Bandeira, Bento Gongalves, nov/2010

jan/2005. (Foto: De Césaro). (Foto: Zart).
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Na maioria das vezes, no primeiro ano, as mudasxértadas se desenvolvem
normalmente e atingem, no segundo ano, uma brofes@ e desuniforme, ocorrendo
sua morte a partir do terceiro ano (De Césaro, R@0&8ntas adultas, possivelmente por
possuirem o sistema radicial mais desenvolvidos{piislade de escape), demoram
mais para morrer apos a infestacdo da praga ngBotanet al, 2000).

Nas fases em que a pérola-da-terra se alimentmdesfixa na planta, sabe-se
que ela explora tecidos parenquimaticos das rgfzesli, 2005; De Césaro, 2008).
Entretanto, pelo fato das folhas manifestarem w®sias de clorose, supde-se que ha
um efeito sistémico deste ataque nas raizes. Rdesltrecentes, obtidos em plantas
adultas de area comercial infestada por pérolada;tsalientam que esse inseto pode
interferir diretamente no metabolismo de carbons fwhas (De Césaro, 2008). As
folhas cloroticas e necréticas, apesar de aprasemtgrandes reducdes de atividade
fotossintética, apresentaram acumulos extremosnildoao que corrobora com a idéia
de bloqueio do transporte de fotoassimilados destgdos produtores (folhas) para
outras partes das plantas. Apesar desta evidénéia, ha certeza de que essa
sintomatologia possa ser provocada exclusivameel® pérola-da-terra. Entretanto,
trabalhos com afideos salientam que insetos sugm@odem intervir diretamente sobre
o metabolismo de carbono (Miles, 1999), o que levan hip6tese de uma toxina

sistémica da pérola-da-terra atuando nas folhasdeea.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condicdes experimentais

Os experimentos foram realizados em situacfesntistide controle de
infestacd@o por pérola-da-terra, 0os quais correggrant ao: 1) ambiente de campo (sem
controle), em um vinhedo comercial; Il) ambiente anteiros de alvenaria (com
controle intermediario); e Ill) ambiente de casardgetacdo (com o maximo rigor de
controle). A partir destes trés ambientes, todoatenal coletado foi levado para o
laboratério para realizagdo das analises. Estssatméientes foram empregados de
forma evolutiva, buscando minimizar as dificuldadmscontradas no controle da
interacdo entre pérola-da-terra e a planta hosgedwra garantir plantas infestadas e

nao infestadas pela pérola, e também para se selaito da pérola sobre a videira.

3.1.1 Ensaio em vinhedo comercial infestado por pda-da-terra

Nessa estratégia de ensaio, além de mimetizar perigentos anteriormente
realizados com pérola-da-terra com outros genétgmwideira (De Césaro, 2008),
buscou-se identificain loco as variaveis que podem estar contribuindo para
sintomatologia de ataque deste inseto. Nesta pro8pe foi selecionada uma
propriedade comercial localizada na regido viticdéa Pinto Bandeira/RS (latitude
29°05' S, longitude 51°26' O e altitude aproximalda 650 m) (Figura 5). Foram
demarcados dois vinhedos com as cultivavéss vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ e
‘Cabernet Franc’. Ambas as areas apresentavamaplaam sete anos (plantio em
2003), enxertadas sobre ‘Paulsen 110%ig berlandierex Vitis rupestrig, espacadas a
1,5 m entre plantas e 2,5 m entre linhas e condazid sistema latada.

Para cada cultivar foram marcadas 34 plantas, dersido 12 plantas sem a
presenca de pérola-da-terra nas raizes e 22 coresanga da praga. O objetivo do
maior numero de plantas marcadas com pérola-da-terrdevido a possibilidade de

morte de plantas, ndo permitindo numero suficideteepeticdes nas futuras avaliacdes.
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Também, devido a necessidade de um maior nimeptadtas com possibilidades de
manifestar os sintomas caracteristicos do ataquedda-da-terra, principalmente nas
folhas. Para a selecdo de cada grupo de planfastédo e controle), cada planta foi
submetida a uma analise visual das raizes aposcé®mibe uma parte do solo no
entorno do tronco (0,4 m de profundidade por 1,@endiametro) (Figura 6). Nesta
selecgédo inicial também foram considerados a disgdo das plantas na area, buscando-

se uma aleatorizagao, e as caracterisiticas deiroeso dos ramos do ciclo anterior.

i g e P B

FIGURA 5. Localizagdalasareasdevideira FIGURA 6. Avaliacdodainfestacaale

(V. viniferg ‘Cabernet pérola em raizes de
Sauvignon’(A) e ‘C. Franc’(B). videira a campo. Pinto
Pinto  Bandeira, ago/2010 Bandeira,ago/2010(Foto:
(Imagem: Google Earth). Zart).

Entre os dias 23 e 24 de agosto de 2010 foi reizn poda das plantas,
deixando-se sete varas e 25 espordes, numa samhdedt00 gemas por planta. Neste
momento da poda, foram coletados trés ramos deptadta e levados para laboratorio,
com 12 gemas cada ramo, para avaliacdo de cregoineemorfologia. Os ramos
coletados de cada planta foram avaliados em lalr@raguanto ao comprimento
(tomando-se a medida entre as gemas terminais égoargraduada), didametro (no
entrend mediano utilizando paquimetro digital, rmdbégimess, modelo 100.174 BL) e
massas fresca e seca, medidas em balanca digéeisgo de 0,01g, marca Deltarange
Mettler, modelo PC 4400). Para massa seca os rloraeos desidradatos em estufa de
passagem de ar forcada a 60 + 5 °C, por 120h.

Durante a brotagéo, entre os dias 13 e 15 de autdr2010, foi registrado a
evolucdo do percentual de brotacdo das plantasadesc considerando-se gema

brotada aquelas em estadio de ponta-verde, oua'@scala de Lorenet al, (1995)
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(Figura 7), separando-se essa informagao por gemasra e dos espordes. A partir
desta fase inicial foram efetuadas avaliagbes saisyaras duas areas, ao longo do
desenvolvimento das plantas, registrando-se o ioresto, desenvolvimento e o

surgimento de sintomas foliares.

FIGURA 7. Estadio de ponta verdePinto Bandeira,
ago/201qFoto: Zart).

No dia 17 de novembro de 2010, apds o desenvoltorsn sintomas foliares,
foram separados trés grupos de plantas na areaatb@rnet Franc’l) plantas controle
e sem sintomas de pérola-da-terra (2Pplantas infestadas, mas sem sintomas foliares
de pérola-da-terra (P); 8 plantas infestadas e com sintomas foliares (P2pstéN
mesmo dia, foi realizada avaliacdo do potenciadsintético das plantas de cada grupo
citado, em duas folhas por planta, marcadas prerisencom duas plantas para cada
grupo. Essas avaliaces foram efetuadas no pedasd®h as 14h, utilizando-se um
analisador portatil de fotossintese, marca Li-@uodelo LI-6400, equipado com fonte
artificial de radiagao fotossinteticamente ativé&cAR modelo LI-6400-2B. Cada folha
foi submetida a um gradiante de radiacdo nos nokei®, 100, 200, 400, 800, 1000,
2000 e 2500 pmol de fétonsas™.

Nestas areas também foram coletadas partes des,ra@maos e folhas das
plantas, considerando os trés grupos sintomaticakados, os quais foram levados
para o laboratorio para se diagnosticar a presencauséncia de outros organismos
causadores de doencas (como fungos e virus). Asarfél realizada nos laboratérios
de fitopatologia e virologia da Embrapa Uva e Vinseguindo os protocolos de
andlises para as principais doencas fungicas (86&e@arrido, 1999; Garridet al,
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2004b) e virdticas (Fajardet al, 2000; Basset al, 2010b) de ocorréncia na regido da
Serra Gaucha.

3.1.2 Ensaio em canteiros infestados e néo infestedpor pérola-da-terra

Considerando que em vinhedos comerciais existeioultibdes de garantir o
controle da infestacdo da pérola-da-terra, apeaar pteacaugcbes adotadas, e néo
apresentam as mesmas condi¢cdes edafoclimaticas gi@ntes contrastes de
genadtipos, foram montados ensaios em canteiros iobestacdo induzida. Foram
utilizados canteiros de alvenaria (0,9 m x 11,4an 0 m de altura cada) (Figura 8),
distanciados 2,2 m entre si, construidos em dig@odeste oeste, na area experimental
do Centro Nacional de Pesquisa Uva e Vinho, da Bpzbde Bento Gongalves, RS
(latitude 29°12’S, longitude 51°32'W e altitude apimada 605m) (Figura 9).

Os canteiros foram separados para o desenvolvingtdois experimentos

distintos (Figura 10), os quais seréo detalhadparadamente na sequéncia.

FIGURA 8. Caracteristicagos canteiros de alvenaria utilizados, com asgistpara suporte
do sombrite, arames de sustentacdo, hastes patagémndas plantas e irrigacéo.
Bento Gongalves, mar/2010 (Foto: Zart).
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FIGURA 9. Imagem da localizacdo dos canFIGURA 10. Croquis da area utilizada nos

teiros (retdngulo vermelho) na experimentos, com a numeracao
sede da Embrapa Uva e Vinho — dos canteiros. Bento Goncalves,
Bento Goncalves, ago/2010 abr/2009 (Imagem: Zart).

(Imagem: Google Earth).

3.1.2.1Experimento 1 - Comportamento de mudas de videirasm canteiros

com e sem infestacdo por pérola-da-terra

O experimento foi realizado com seis canteirost@es numerados de um a
seis, Figura 10) separados em trés pares (blos®sflo trés canteiros com a presenca
de pérola-da-terra (infestados) e trés canteiros génseto (controle). Previamente ao
plantio das mudas nos canteiros foram coletadastaamsode solo, separadamente, e
analisadas quimicamente quanto aos valores ddidede, conforme Tedescat al,
(1995), em agosto de 2009, no Laboratério de Amalie Solo e Tecidos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Devimbedevados valores apresentados
pelas analises no teor de cobre e por haver dfasequantitativas de argila, matéria
organica e de nutrientes do solo nos canteirose{@ah analise de junho), foi realizada
uma homogeneizacgao entre canteiros de cada blachicienado uma parte de solo para
diluir o excesso de cobre. Nao houve necessidade dazer correcéo para fertilidade
apos homogeneizacéo (Tabela 1, analise de janeiro).

Apdés homogeneizacdo do solo entre canteiros fduafea uma fumigacdo
preventiva, para evitar a ocorréncia de pérolaedanos canteiros controle. Para tanto,
em dezembro de 2009, o canteiro controle de cama bibi coberto por lona plastica
preta e fumigado com Gastoxin® B57 (seis gramagrdduto comercial por m3 de
solo), permanecendo cobertos pela lona plasticaupomeriodo de 120 horas para
garantir o controle total dos insetos. Apdés a adtrda lona dos canteiros o solo foi
novamente revolvido e preparado para o plantiowadas.
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TABELA 1 Resultadoslasanalisesle solo dos canteiros(1 ao 8) em duadiferentes datas de
coleta (jun/2009 e jan/2010) com os valores degihl I0); percentuais de Argila
e Matéria Orgéanica (MO) (%); teores de fésforo (E)tassio (K), enxofre (S),
zinco (Zn), cobre (Cu), boro (B) e manganés (Mn) mgydni; célcio (Ca) e

magnésio (Mg) em cmolc/dimBento Gongalves, jan/2010.

Amostra/ Data/ pH Argila MO Ca Mg P K S Zn Cu B Mn

Canteiro Analise (H20) (%) (cmolc/dm3) (mg/dm3)
1 jun/09 5,8 430 3,6 129 53 >100 173 9,3 29,0 120 06 4,0
2 6,1 38,0 4.3 126 4,1 >100 289 6,2 630 520 0,8 50
3 jun/09 6,5 30,0 39 130 43 >100 260 55 34,0 450 14 7,5
4 6,3 270 5,0 159 6,3 >100 >400 13,1 62,0 195 3,0 15
5 jun/09 6,6 350 51 17,3 64 >100 >400 84 740 230 1.8 1,5
6 6,5 240 48 158 9,2 >100 >400 17,0 100,0 11,0 3,0 2,0
7 jun/09 55 39,0 3.3 11,8 43 >100 206 7,3 21,0 856 0,6 8,0
8 5,6 38,0 3,0 129 4,6 >100 327 10,0 22,0 110 0,6 7,0
1 jan/10 55 330 31 105 3,0 >100 261 12,0 21,0 86 04 235
2 55 26,0 3,0 105 35 >100 254,5 13,5 200 11,0 04 425
3 jan/10 55 240 2.8 9,7 2,3 >100 201 11,5 115 9,6 0,3 37,0
4 6,2 18,5 3,4 10,4 3,6 >100 3015 6,1 21,0 275 0,4 21,0
5 jan/10 6,4 220 31 11,8 3,0 >100 266 53 245 320 04 235
6 6,4 220 37 11,8 4,0 >100 2545 52 230 350 05 245
7 . 6,4 240 3,7 122 34 >100 >400 7,1 340 240 0,7 190
g A0 g 10 37 119 45  >100 362 70 245 275 05 155

O plantio das mudas ocorreu entre os meses dergaeeiabril de 2010,

considerando a disponibilidade de cada genotipoigedo das mudas e multiplicacéo

em laboratério). As mudas foram plantadas em espat® de 0,23 m entre plantas por

0,18 m entre linhas nos canteiros, com quatro $inth@ididas por quatro parcelas

amostrais (Figura 11). As plantas utilizadas forgmiabeira-serrana®( sellowiang,

‘Paulsen 1103’ Vitis berlandierix Vitis rupestrig, ‘Isabel’ (Vitis labruscg, ‘Cabernet
Sauvignon’ Vitis viniferg), hibrido ‘548-15’ ¥. rotundifoliax V. labrusca e hibrido

1110-13’ (V. rotundifoliax V. viniferg).

Parcela Amostral 1 Parcela Amostral 2 Parcela Amostral 3 Parcela Amostral 4

N A A
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Linhal ©00000000000000 000000000000000 000000000000000 000000000000000
Linha2 0OO000000000000 000000000 000000 000000000000000 000000000000000
Limas ©00000000000000 0000000000000 000000000000000 000000000000000

Linha 4 000000000000000 000000000000 000 0C00000000000000 000000000 000000
Inha

114 m

0,9m

FIGURA 11 Distribuicdo das plantas (representados pelos pantmarelos), das linhas e das

parcelas dentro do canteiro. Bento Goncalves, (df¥2imagem: Zart).

Plantas de goiabeira-serraa Eellowiana foram multiplicadas por sementes,

coletadas em Bento Gongalves entre janeiro e fewede 2009. A semeadura foi

realizada em bandejas de isopor (0,68 x 0,35m it th de altura), proprias para
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semeadura, e ficaram acondicionadas em casa dmgagealurante o desenvolvimento
de plantula (mar/2009 — fev/2010), até o transpl@ara os canteiros.

A cultivar ‘Paulsen 1103’ foi adquirida de viveicomercial (estacas enraizadas)
e ‘Isabel’ em casa-de-vegetacdo na Embrapa UvankoYiambas multiplicadas por
estaquia. As cultivares ‘C. Sauvignon’, ‘548-15*1410-13’ foram multiplicada em
laboratorio, por cultura de tecidos. A multiplicagdcorreu no Laboratério de Cultura
de Tecidos, localizado na Embrapa Uva e Vinhoyvésraa propagacao de meristemas
conforme Castret al, (1994) e Bernebt al, (2007). Esta técnica de multiplicacéo foi
necessdaria devido a dificuldades encontradas paitiplicacdo de materiais d¥.
rotundifolia e seus hibridos por métodos tradicionais, comdames (Botelhcet al,
2005), como também para garantia de limpeza dasasndd virus. A multiplicacado
deste material necessita de um periodo para aelp@at Devido a isso, apOs o
crescimento inicial das plantulas em laboratérin,tabo de ensaio contendo meio de
enraizamento (Galzy acrescido de 8,05 mM.t@ ANA, 3% de sacarose e 0,8% de
agar, pH 6,4), as mudas passaram para copos de@/é00 ml), com mistura de
substrato vermiculita:plantmax® (2:1), cobertos pmypos transparentes e com
diferentes regimes de troca gasosa (copos fechaedwsum, trés e cinco furos). Apés
duas semanas nestas condi¢des, as mudas foraroagarde vegetacdo com umidade
(70 £ 10 % UR), temperatura (25 + 2 °C) e luz aaatfa (com sombrite). Apos 20 dias
nestas condicdbes as mudas foram transplantadas ga@s plasticos furados
(capacidade de um litro) com mistura de substra@nficulita:plantmax®:solo na
proporgao 1:2:3, respectivamente), previamenteikzaeo, e transferidas para casa de
vegetacdo com controle de luz (com sombrite). ApOs dias as mudas foram
transplantadas para os canteiros.

Goiabeira-serrana, ‘Isabel’ e ‘Cabernet Sauvigrforam plantadas em numero
de 16 por canteiro, enquanto ‘Paulsen 1103’, ‘58811110-13’ foram em numero de
48 plantas por canteiro. O uso de um numero maita pstes materiais foi devido a
finalidade de se enxertar em 1/3 de cada matesial ‘€abernet Sauvignon’, 1/3 de
‘Isabel’ e no 1/3 restante as plantas permanecerarpé franco (sem enxertia), com o
intuito de se comparar o efeito de diferentes copam mesmo porta-enxerto. Essa
enxertia ocorreu em setembro de 2010, pelo métedtenda simples, prendendo-se
com ramo de vime o local da soldadura (Figura p@tegida com um copo plastico
cheio de serragem uUmida para nao ocorrer desidmté€igura 13). Este copo

permaneceu no local da enxertia até janeiro de.2D4 Inateriais ‘548-15" e ‘1110-13’
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ndo puderam ser enxertados devido ndo alcancadmettd suficiente para realizacdo
da enxertia. Para conducao das plantas foi instalath haste de ferro em cada planta,
sendo esta haste amarrada em um fio de aramedestoare a linha de plantio (num

total de quatro fios por canteiro).

L ! o =
* - L > '
-("-’5- i e

FIGURA 12. Enxertia de fenda simplesFIGURA 13 Local da enxertia protegida com
amarrada com vime. Bento serragem em copo plastico, para nao
Gongcalves, set/2010 (Foto: desidratar. Bento  Gongalves,
Kuhn). dez/2010 (Foto: Zart).

A escolha dos materiais vegetativos utilizadosenegperimento foi devido as
diferengas observadas de toleréncia entre as efpétivares e ao ataque de pérola.
Goiabeira-serrana, que € nativa da América do &uloca pérola-da-terra, apresenta
registros de que ndo sofre alteracbes pelo ataqueralga, mesmo em grandes
infestacBes (Hickel & Ducroquet, 1995). Hibridos epécieV. rotundifolia foram
testados por mais de dez anos em ambientes indsspad pérola-da-terra na Embrapa
Uva e Vinho e os materiais ‘548-15’ e ‘1110-13’dor promissores, apresentando alto
e médio vigor de copa, respectivamente (Camardornmacao verbal). A cultivar
‘Isabel’ € uma das cultivares mais utilizadas camaémente em plantios com mudas
franqueadas (sem utilizacdo de porta-enxerto) elsea 1103’ é 0 porta-enxerto mais
utilizado na Serra Gaucha, porém ambos apresentacethilidade ao ataque de

pérola-da-terra (Schuek al, 2001; Bottoret al, 2009).
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Para evitar a queima das plantas pelo sol no margmfplantio foi instalada
uma cobertura de sombrite em janeiro de 2010 (ca#h @ bloqueio de luz, Figura 8),
com a sua retirada em setembro de 2011, quand@am@isgpja estavam formadas. Foi
realizado monitoramento do conteldo de agua nagioas com sensor de barra, por
campos eletromagnéticos, modelo PR2, da marca-Ddhavices Ltda, acionando a
irrigacdo por gotejamento até quando o teor de atitepassasse 0,1 m33mTambém
foi realizado controle manual de plantas concoe®né controle quimico, com
pulverizador costal, de outras pragas, como acamocb, Polyphagotarsonemus latus
(Banks, 1904) (Acari: Tarsonemidae), e de mil&ilasmopara viticulaBerk. & M.A.
Curtis) Berl. & De Toni, 1888.

Nos canteiros definidos como infestados por pédalderra, foram realizadas
infestacdes entre os meses de janeiro a marcoldee?P011, com as coletas realizadas
em um vinhedo comercial com histérico de péroldeder, localizada em Flores da
Cunha, RS (latitude 29°01’S, longitude 51°10'W @tadle aproximada 750m). Os
cistos de pérola foram coletados pela remocao horsoperfil das raizes das videiras,
coletando-se solo com cistos de coloracdo braasa,dm que ha ovos e ninfas em seu
interior, e levados ao laboratério em recipientevidhmente fechados. Para as
infestacbes foi empregado solo, misturado com gjistvos e ninfas de pérola,
adicionando na cova do plantio e sobre o perficdoteiro, apds plantio das mudas.
Juntamente com a pérola foi realizada infestac&o @al6nias de formigas argentinas
(Linephitema micansem fevereiro e agosto de 2010 e marco de 20létadas na
mesma propriedade. Cada infestacdo com formigeefdizada com oito colbnias por
canteiro, havendo em cada col6nia aproximadamentd againhas. Em ambas as
coletas (pérola e formiga) houve auxilio da equipeLaboratério de Entomologia da
Embrapa Uva e Vinho para coleta, realizacdo dgenedos cistos e identificacdo das
formigas.

No primeiro ano de brotagéo, ciclo 2010/11, o mames canteiros foi de poda
de formacao, deixando-se uma brotac&do por plantaofacdo principal foi conduzida
até o arame da haste de sustentacdo da plantal a planta foi amarrada, numa altura
de aproximadamente 1,2 m, realizando-se poda wErdkesponte, no ramo principal, e
nos ramos “ladrdes” (feminelas), conforme brotaveas plantas.

Foi realizada avaliacdo do potencial fotossintétdas plantas da cultivar
‘Isabel’, no dia 02/02/2011, utilizando trés planfzor canteiro, o que totalizou nove

plantas de cada grupo de canteiros (com e sentagéey. As plantas foram marcadas
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previamente, com as avaliacdes efetuadas no pedasl®h as 14h, utilizando-se um
analisador portatil de fotossintese, conforme oitad item 3.1.1. Cada folha foi
submetida a um gradiente de radiacdo nos nivei®@, 200, 400, 800, 1000, 2000 e
2500 pmol de fotons.M.s. Foi realizada andlise somente nesta cultivamlfés)
devido as demais cultivares apresentarem sintormagados nas folhas, ocasionados
por acaro-branco, filoxera e mildio.

Entre os dias 26 de setembro e 6 de outubro de RlIrealizada poda nas
plantas destes canteiros, coletando-se os ramase@arealizada analise morfolégica de
crescimento, em laboratério, como também, tomanieedida do didmetro do colo das
plantas de videira, nos canteiros. Nos ciclos ZI1 e 2011/2012 as plantas foram
observadas quanto ao surgimento de sintomas fekadiferencas nos crescimentos das
brotacoes.

Entre janeiro e fevereiro de 2012, duas plantasada gendétipo foram coletadas
dos canteiros 2, 4 e 6 (canteiros com infestacgmedda), com raizes, para observacao

do grau de infestacédo por pérola-da-terra, contaedmnumero de cistos nas raizes.

3.1.2.2 Experimento 2
a) Avaliacdo de mudas formadas de estacas de plastde ‘Paulsen
1103’ cultivadas em canteiros com e sem a infestacée pérola-
da-terra

Entre os sintomas observados em videiras infestadaspérola-da-terra, a
reducdo no vigor pode ter consequéncias na formdg&oramos produtivos, o que
causa danos econdémicos pela reducdo em floresos.fl@omo a videira € multiplicada
principalmente por estaquia, em plantas matrizeslacao do vigor dos ramos (estacas)
é diretamente relacionada a perda de producdonsegoentemente, dano econémico
para o viveirista produtor de mudas. Para elugdagxiste baixa viabilidade em estacas
de videiras infestadas por pérola-da-terra, buseoavaliar a influéncia da infestagéo
de pérola-da-terra no desenvolvimento de plantasizes de ‘Paulsen 1103’ e na
propagacao do material vegetativo oriundo destas.

O experimento foi realizado nos canteiros 7 e §ufh 10), com mudas
enraizadas de ‘Paulsen 1103’ transplantadas emroloiee30 por canteiro, em abril de
2009, com o canteiro infestado por pérola-da-tdesde 2005 (De Césaro, 2008). Em
cada canteiro as plantas foram marcadas e, quaativada a poda (15 de setembro de

2011) foram coletados quatro ramos (com 12 gemda)cde cada planta para as
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avaliagdes. Os ramos foram subdivididos em tré&cast denominadas basal, mediana e
apical (Figura 14). Cada estaca foi avaliada quatocrescimento e morfologia,
medindo o diametro, comprimento e massas (fresseca), conforme citado no item
3.1.1. Para massa seca foram utilizados dois rgmogplanta, utilizando-se os outros
dois ramos para avaliagcdo de brotacdo e formacéwda.

Para a avaliacdo de brotacéo foi realizado plata®estacas frescas, em copos
plasticos (Figura 15), com quatro gemas cada ermstrsib (mistura solo: plantmax®:
vermiculita, na proporcdo de 3:2:1). As estacasitptias foram acondicionadas em
casa-de-vegetacdo avaliando-se a brotacdo 30 piéss @ plantio, que foi realizada
considerando-se como estaca brotada aquela queeafasse pelo menos uma gema em
estadio de ponta verde (Figura 7). Apés 120 diaplaatio as mudas foram avaliadas
guanto ao numero de estacas brotadas, nimero tec@@e por estaca, numero de
gemas por brotacdo e comprimento total das brosadges estas avaliagfes as estacas
foram retiradas do substrato, avaliando-se o nurdergaizes primarias da estaca,
comprimento das duas maiores raizes (com auxilictgea) e massa total das raizes
(com balanca semianalitica, citada anteriormente).

FIGURA 14. Ramo subdividido em trés estacas conFIGURA 15.Estaca plantada em

guatro gemas cada: basal (A), mediana (B) copo plastico com
e apical (C). Bento Goncalves, set/2011 substrato. Bento
(Foto: Zart). Goncalves, out/

2011 (Foto: Zart).

ApOGs serem secas as estacas foram trituradas enhondée Willei, acoplado a
peneira de 40 mesh, com o material moido novamamt@lmofariz com nitrogénio
liquido, até a formacao de uma amostra coloidain @sta amostra foi realizado andlise
de amido, conforme adaptacdo do método descritdparalet al, (2007). Para cada
parcela foram utilizadas 300 mg de peso seco (@hgude 100mg cada), adicionando-
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se 3 ml (1 ml.triplicatd) de etanol 80% e incubando-as em banho-maria@ |BO° 20
min com agitacdes a cada 10 min. Em seguida astemo®ram centrifugadas a
13400g por 5 min em temperatura ambiente, repesedestas etapas quatro vezes e
descartando-se as fracbes dos sobre-nadantesoAptso descarte do sobre-nadante,
0 precipitado resultante foi mantido em estufa @60or 12 h, para a evaporacédo do
etanol, e em seguida, adicionado 500 de &gua destilada para ressuspender o
precipitado. Na sequéncia foram adicionados:LGfe enzimax-amilase (3000 U.mt,
Megazyme) por amostra, incubando-se em banho-naar@°C por 60 min., sob
agitacdo a cada 20 min. Apos incubacao, adicionamB00uL de solugdo de acetato
de sédio 0,03 M, pH 4,8, e 3iL de amiloglucosidase (3260 U.mMLMegazyme),
incubando-se em banho-maria a 50°C por 30 min gitdicdo. Na etapa seguinte foram
adicionados 500uL de &acido perclorico 0,8 M, agitando-se vigorosai@ee
centrifugando-se a 13400 g por 5 min em temperaturdiente. A partir dos
sobrenadantes, foi determinada a concentracéoiceseglproveniente da degradagao
enzimatica do amido, utilizando-se 1Q de amostra acrescidos de D de agua
destilada e 150L de GOD POD (Glicose PAP Liquiform). Cada mistioedepositada
em microplaca de titulagdo (96 pocos) de fundo@lamcubada a 30°C por 15 min e
submetida a leitura da absorbancia em 490 nm. Aerdracéo de glicose obtida em

cada amostra foi multiplicada por 0,9 para obtemgiooncentracdo de amido.

b) Avaliacao de diferentes copas enxertadas sobrédulsen 1103’ em
canteiros com e sem a infestacé@o por pérola-da-terr

Os principais sintomas atribuidos ao ataque dalgédesterra em videira sao
observados nas folhas das plantas atacadas (RyuEanpiricamente € atribuido que
cultivares das espéci®s viniferae V. labruscaapresentam maior suscetibilidade para
manifestarem sintomas nas folhas, quando compacatasultivares de porta-enxerto,
reconhecidamente menos suscetiveis ao ataque giespradoencas (Souza & Martins,
2002). Com o intuito de se avaliar diferentes cates/espécies de videiras, quanto ao
crescimento e atributos fisioldgicos, este expemimdoi realizado com plantas em
condi¢cdes controladas de infestacdo por pérolamast utilizando canteiros de
alvenaria (Figura 8).

Nas mesmas plantas dos canteiros 7 e 8 (Figurad@yar ‘Paulsen 1103’, das
quais foram coletados os ramos do experimento iantgsub item 3.1.2.2, a), foi

avaliado o desenvolvimento de diferentes copaddiras em condi¢des de infestacao
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e nao infestacdo por pérola-da-terra. Destas glaatgs a poda (setembro de 2011),
foram conduzidas quatro brotacdes por planta pareabzacdo de enxertia verde,
realizada em 21/12/2011 (Figura 16). Os materiaierados foram: hibrido ‘548-15’
(V. rotundifoliax V. labruscg, considerado tolerante ao ataque de pérola;elsé¥.
labruscg e ‘Cabernet SauvignonV( viniferg, ambas consideradas suscetiveis; e a
propria cultivar de porta-enxerto ‘Paulsen 1108. ¢upestrisx V. berlandier). A
enxertia verde foi realizada utilizando-se fenaapdes, com garfos de uma gema, com

0 enxerto amarrado e protegido por papel film (Mag®), deixando duas folhas do

porta-enxerto no ramo enxertado (Figura 17).

L 1
R
FIGURA 16. Videira ‘Paulsen 1103em FIGURA 17. Enxerto verde realizado em
canteiro com quatro diferen- 21/12/2011 sobre ‘Paulsen
tes copas enxertadas (circulos 1103, cultivado em canteiro.
vervelhos). Bento Gongalves, Bento Gongalves, dez/2011.
dez/2011. (Foto: Zart). (Foto: Zart).

Cada enxerto foi conduzido por um ramo, eliminasd@s demais, juntamente
com as feminelas. O desponte foi realizado quandanwo ultrapassasse a altura
méxima de 1,2 m (altura do arame).

No dia 20 de marco de 2012 foram separadas oitoigsaquatro em cada
canteiro (com e sem pérola), para avaliacdo dmpiatefotossintético, com cada folha
avaliada submetida a um gradiante de radiacdo ivessrD, 150, 400, 800, 1500, e
2500 umol de fotons.fs?, conforme sub item 3.1.1. Também, em cada foltiaada
para avaliacdo fotossintética, foi medido o indiwe clorofila falker (ICF) com o
medidor portatil de clorofila (marca Falker, mawéllorofilog - 1030) o qual pode-se
estimar a concentracdo de clorofilas de uma amgstra modelos matematicos
(FALKER AUTOMACAO AGRICOLA LTDA, 2008). Em cada pida foram

separadas quatro folhas, uma de cada cultivatizemtdo 32 folhas no dois canteiros
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(16 com pérola e 16 sem pérola). A analise foiizadh entre os horérios das 9:30 e
15:30 horas, de um dia ensolarado. Em seguidasta péarea (ramos e folhas) das
plantas avaliadas foi coletada, separadas por enxeeavaliadas quanto ao crescimento
e morfologia, tomando-se as medidas do comprimafifonetro e massas (fresca e
seca) dos ramos e a area foliar e massas (freseea das folhas. A avaliagdo da area
foliar foi realizada com medidor de area foliar (o@a Licor; modelo Li - 3000),
calculando-se a meédia por folha. As demais avamddram realizadas conforme
citado no sub item 3.1.1. Os resultados foram toamados em médias de entreno e
folha, devido diferengcas no numero destes parasatie materiais coletados.

As estacas e folhas secas foram processadas e t&ldsree analise de amido,
conforme citado anteriormente (subitem 3.1.2.2, a).

A avaliacdo do grau de infestacdo das plantasdalizado em 22/03/2012,
procedendo a remocéao inteira das plantas marcagasadhteiros. Para isso, o solo foi
removido das raizes, com auxilio de pa de corteqp maio de 20 cm da planta,
coletando-se as raizes e contado o numero de pétataplantas do canteiro infestado.
As plantas foram levadas para o Laboratdrio deoléigia, da Embrapa Uva e Vinho,
para avaliacdo do didmetro do colo (com paquimetnassas fresca e seca das partes
aéreas (ramos e caule) e do sistema radicial.

Para cada planta foi separada uma porcdo de rédpesximadamente 5Q)
padronizadas com 0,5 cm de diametro, congeladanttmogénio liquido (-190° C) em
tubos falcon (50mL). Com estas amostras foi redéizzandlise da atividade das enzimas
peroxidases (GPx) e polifenoloxidases (PPO). Cadgdp de raiz foi macerada a frio
(com nitrogénio liquido em almofariz e pistilo) degmar uma massa coloidal, a qual
foi amostrada para extracao, na propor¢cdo de vsdmproteinas sollveis em tampéo
PBS (100mM, 2%PVP, PMSF 1mM, pH 8,0). Apés filtiagn pano de trama fina, a
solugéo foi centrifugada a 13000 x g por 15 minselorenadante recuperado. Todos os
passos foram executados a 0-4°C. A proteina solioi@ida nos sobrenadantes foi
aferida conforme Bradford (1976), usando um padgialbumina sérica bovina (BSA).
A atividade de peroxidases (GPX) foi determinadi @alicdo de 25ul do extrato
enzimético ajustado para 2 mL de uma solucdo cdatesetato de sédio 50 mM pH
5,2, guaiacol 20mM e peroxido de hidrogénio 20 ndldds incubagdo em 30°C por 10
min, a absorbancia foi medida a 480 nm (Urbagte&l, 1991). Uma unidade de GPX
foi expressa como variacdo de uma unidade de aosweb(480nm) por miligrama de

proteina soltvel por minuto (D480nm mymin?). A atividade de polifenoloxidases
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(PPO) foi determinada pela adicdo de 50ul do exgazimatico ajustado para 3 mL de
uma solucéo contendo 100 mM de tampéo fosfato tfsgio pH 6,5 e pirocatecol a 25
mM. Apd6s 10 min a 30°C, foi medido o acréscimo lisogbancia a 410 nm (Gauillard
et al, 1993). Uma atividade de PPO foi expressa pelaagér de uma unidade de
absorbancia (410nm) por miligrama de proteina sblor minuto (D410nm mgP
min). As andlises de enzimas foram realizadas nosrhdros de Fisiologia Vegetal

e de Biotecnologia da Embrapa Uva e Vinho.

3.1.3 Ensaios em casa de vegetacdo com monitoraneedé infestacao

Os ensaios com infestagdo controlada e monitora@anf realizados em casa-
de-vegetacao, localizada na Embrapa Uva e VinhotadB&oncalves, RS, com plantas
de videira e goiabeira-serrana cultivadas em gaidéaGallotti (Gallotti, 1976). A casa
de vegetacao utilizada se caracteriza por umatestraom aproximadamente 50 m? de
area util, coberta com telhas transparentes, mitalide 2,5 m, piso e bancadas de
concreto (0,8 m largura, 3,0 m comprimento, 1,2 enaltura) e paredes laterais
fechadas com tela antiafidica (malha de 0,2 mngu&i 18).

FIGURA 18. Casa de vegetacdo utilizada nos experimentosaretyiente
controlado. Bento Gongalves, mar/2012 (Foto: D s&hu

As plantas utilizadas nesta condicao tiveram urarogp controle de sanidade
durante a sua multiplicacdo (efetuadavitro, no laboratorio de Cultura de Tecidos da
Embrapa Uva e Vinho, conforme sub item 3.1.2.1.mAlsso, nestes ensaios foram
controlados a nutricdo e sanidade dos substrataadbs, controle de pragas da parte

aérea e controle na irrigacdo das plantas. Com afjetivou-se avaliar os sintomas
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relacionados com as injurias ocasionadas pela gédmlerra em plantas sadias de
videiras (diferentes materiais genéticos) e goraksgrrana livre de outras
interferéncias do ambiente de cultivo.

Para possibilitar o monitoramento das raizes esemrentemente, da infestacédo
de pérola-da-terra, as plantas foram cultivadasgailas de Gallotti. Estas gaiolas
correspondem a uma estrutura desenvolvida pamiaagio de estudos que necessitam
de ampla visualizacdo do sistema radicial e/ou selagbes com o0 meio subterraneo
(Gallotti, 1976). E basicamente uma estrutura déeina (0,45m altura x 0,40m largura
x 0,04m espessura, Figura 19) com a extremida@eionffechada e a superior aberta,
por onde foram introduzidos o substrato, a plaaiafestacdo com insetos e realizada a
irrigacéo. As paredes internas séo fechadas coro,idado com suportes de madeira
parafusados, permitindo a visualizacdo e manipalagiambiente das raizes quando
necessario (Figura 20). Sobre o vidro foi colocadorevestimento de chapa de fibra de
madeira (Eucatex®), para impedir a entrada de &z raizes. Para a desinfeccdo das
gaiolas, depois de desmontada, todas as partesrgaspor uma lavagem com agua e
detergente neutro. Apds estarem secas, nas partestrditura ainda desmontadas foi
pulverizado uma solucdo de hipoclorito a 2%, cointancdo de eliminar possiveis
indculos contaminantes para as plantas (principaienfie@ngos e bactérias).

= e |

FIGURA 19. Gaiola de Gallotti com detalhes-IGURA 20. Gaiola de Gallotti aberta (sem
das suas medidas. Bento Gon- eucatex)mostrando o vidro com
calves, mar/2011 (Foto: Zart). vistadosoloeraizesBentoGon-

calvesmar/2011(Foto:Zart).
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O substrato utilizado para o plantio das mudascéonposto de 2 partes de
plantmax® e 3 partes de solo. Antes da misturaa padte do substrato foi esterilizada
em autoclave (30 minutos a 120°C, 1,5 atm, repgiaidrés vezes), misturando-os em
seguida. Apés o substrato ser homogeneizado, ceéetmma amostra para analise de
nutrientes no Laboratorio de Analise de Solos edbscda Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (Tabela 2).

TABELA 2 Analise do substrato utilizado para cultivo de irake em gaiola de Gallotti, quanto
ao pH (em HO); argila (%) e matéria organica (MO, em %); fésf@), potassio
(K), enxofre (S), zinco (Zn), cobre (Cu), boro @manganés (Mn) em mg/dm3;
célcio (Ca) e magnésio (Mg) em cmolc/dm3. Bento¢abres, dez/2010.
Parametro/ pH Argila MO P K S Zn Cu B Mn Ca Mg

Unidade H20 % (mg/dm3) (cmolc/dm3)
Valor 6,5 20 10,2 >100 284 13 17 20 18,6 12,7 57

A temperatura e a umidade no interior da casa detaedo foram monitoradas
através de um termohigrografo de penas graficascariaAMBRECHT, modelo 252).
As plantas foram irrigadas trés vezes por semamgeniodo de outubro de 2009 e
dezembro de 2011, utilizando aproximadamente 30(parlgaiola. Esta frequéncia foi
alterada a partir de janeiro de 2012, quando astgdaestavam maiores e as
temperaturas superiores (periodo de primavera-yeséndo ajustado para 300 mL por
dia e, em dias que apresentaram a umidade do & baika (menor 50%), repetiu-se
esse volume duas vezes ao dia (manha e tarde)oRgumate da umidade no substrato,
utilizou-se um sensor em barra, com monitorament ajjua por campos
eletromagnéticos (modelo PR2, da marca Delta-T d@sviLtda). Além disso, foi
efetuado monitoramento do potencial hidrico dasa®lcom a utilizagdo de uma
camara de pressao (Scholaneteal, 1965). Esse monitoramento foi efetuado ao longo
de dois ciclos diarios, em intervalos de duas h@pasds a adicdo de diferentes volumes
de agua, ajustando-se o volume que mantivessedicéorhidrica mais estavel no vaso

(gaiola), sem restricdo hidrica para a videira d@gt al, 2004).

3.1.3.1 Avaliacdo sintomatica, bioquimica e morfadiologica de plantas de
videira ‘Paulsen 1103’ com diferentes interacdes &e pérola-da-

terra e formigas
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Foram utilizadas plantas de videiras livre de vidss cultivar ‘Paulsen 1103’
multiplicadas por estaquia a partir de plantas imedrde viveiro em agosto de 2009.
ApoOs enraizar em areia esterilizada, as estacagaiaes foram transferidas para copos
plasticos (350 mL), contendo substrato esterilizad® a formacdo de muda. As mudas
foram transplantadas para as gaiolas de Gallotbwnrbro de 2009.

Entre os meses de janeiro e fevereiro de 2010 fareletadas colonias de
formigas, utilizando-se uma colénia com sete ranpaa cada gaiola (conforme citado
no sub item 3.1.2.1). As colbnias foram alimentacla® larvas déenebrio molitor
(Linné, 1785) (Coleoptera: Tenebrionidae) e acunsaertido (25%), ofertados trés
vezes por semana durante todo o experimento.

Entre os meses de fevereiro e marco de 2010 foadetados cistos de pérola-
da-terra em vinhedo comercial (conforme citado mio-i,em 3.1.2.1) os quais foram
levados para o Laborat6rio de Entomologia (Embrfdpa e Vinho), acondicionados
em camara de germinagéo (tipo B.O.D.), sob condi¢datroladas (23 + 2 °C, 70 £ 10
% UR e fotoperiodo Oh). ApoOs eclosdo das ninfasofamadamente um més) estas
foram separadas em recipiente plastico (0,03 m ai@mpor 0,01 m de altura),
utilizando-se um pincel fino. Paralelamente, forseparados em recipientes similares
aos utilizados com as ninfas, cistos brancos cdote@vos de pérola. Os recipientes
contendo as ninfas e os cistos foram utilizadoa pdestar as gaiolas, utilizando-se um
recipiente de cada (com 300 ninfas e cinco cisfm®) gaiola. Os cistos foram
distribuidos na parte interna da gaiola, apos alwevidro da lateral da gaiola, proximos
as raizes das plantas. As ninfas foram colocadasn@ superior das gaiolas (no perfil
do solo), para que a infestacdo ocorresse pelspoaie das mesmas pelas formigas até
as raizes das plantas.

Foi adotado o delineamento inteiramente casualjseolm 20 repeticbes por
tratamento, considerando trés tratamenfigsplantas com infestacdo de péroB;
plantas com infestacdo de formigas3)eplantas com infestacdo de pérola e formiga.
Nas gaiolas que continham formigas, foi necessanesercido da gaiola dentro de uma
bandeja de plastico (0,9 m comprimento, 0,5 m k&g0,2 m altura) contendo teflon
nas bordas para ndo permitir a fuga das formigastar o carregamento das ninfas de
pérola entre os tratamentos (Figura 21). Para e@ndda planta na gaiola foi utilizada
uma haste metalica com 1,2 m, inserida no subgteat servir de apoio de sustentacao
aos ramos, com as gaiolas distribuidas sobre bas¢a¢d?m altura) no interior da casa

de vegetacéo (Figura 22).
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FIGURA 21.GaioladdeGallotti nas bancadasFIGURA 22. Disposi¢ao geral das gaiolas na

com bandeja (presenca de for- casa-de-vegetacdo, sobre as
migas) e sem bandeja (auséncia bancadas. Bento Goncalves,
de formigas). Bento Gongalves, mar/2011 (Foto: Zart).

mar/2011 (Foto: Zart).

No dia 23 de setembro de 2010 foram realizadava@smedes e as coletas de
material para analise. Para caracterizar os céesrae vigor de crescimento, em cada
planta foi avaliado o nimero de brotac6es por pland nimero de gemas e feminelas
por ramo. Além disso, coletou-se um ramo por plaotetendo quatro nés e trés
entrends, coletado a partir da segunda gema, zZatalo quatro folhas por ramo
avaliado. Foram avaliados o crescimento e morfalogos ramos (comprimento,
didametro e massas, conforme sub item 3.1.1) e dlaasf (area foliar e massas),
conforme citado no sub item 3.1.2.3.

Paralelamente foram coletadas quatro folhas (seciolpg por planta para
analises bioguimicas de aminoacidos e proteinasstdistas, logo apds o arranquio,
foram acondicionadas em recipientes falcon (50minediatamente congeladas em
nitrogénio liquido (-190°C) para serem conservagios ultra freezer (-80 °C) até o
momento das analises. No mesmo dia, foram colett®l&slhas por planta para analise
de amido e nutrientes.

As andlises de nutrientes dos tecidos foram rekzaonforme metodologia
descrita por Tedescet al, (1995). As folhas coletadas foram postas pararse
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estufa de circulacdo forcada de ar (65°C), at@iagpeso constante. Apds a secagem, 0
material vegetal foi triturado em moinho tipo WMlipara passar em peneira de 40
mesh, obtendo-se um material homogéneo. Do masdiidio foram retiradas amostras
triplicadas de 0,2 g e submetidas as determinadéedl (método Kjeldahl), P, B
(método colorimétrico), K (fotometria de chama), ,CMg, Zn, Cu, Mn
(espectrofotometria de absorcédo atdbmica), realinadaaboratério de Analise de Solos
e Tecidos da Embrapa Uva e Vinho. A andlise de arudrealizada conforme citado
no sub item 3.1.2.2.

A andlise de proteinas totais foi realizada conéormétodo proposto por
Bradford (1976), adaptado por Passos (1996). Farse do material ainda congelado
(folhas), cada amostra foi macerada em almofamz widrogénio liquido, separando-se
em tubos falcon de 15ml, aliquotas de 100mg de padeela. Em cada tubo foram
adicionados 5 ml de etanol 80%, agitados em vagtexcubados em banho-maria a
100°C por 10 minutos. Em seguida foi realizadandrifegacéo a 430Q por 6 minutos,
sendo o sobrenadante descartado e o0 pelete magsvadmente em almofariz com
etanol 80%. Apos centrifugacao foi descartado eesw@unlante e ao pelete adicionados 2
ml de cloroférmio/metanol (2:1), seguido de agitagdincubagdo em banho-maria de
50°C por 15 minutos. Foi realizada centrifugac@3@0g por 6 minutos para descarte
do sobrenadante, sendo esta etapa repetida paetzés. Em seguida foi adicionado 1
ml de NaOH 0,1N ao precipitado e realizada agitagiimbando os tubos em banho-
maria a 40°C por 40 minutos (agitacdo a cada 2@tos)h centrifugando-os a 43@0
por 6 minutos e o sobrenadante (1 ml) coletado ecnotubo de 2 ml. Repetida esta
etapa, totalizou-se 2 ml do sobrenadante em caci@tubo para proceder a analise. Os
microtubos foram centrifugados a 134@0por 5 minutos e, de cada microtubo
(amostra) pipetada na forma de triplicatauhOem microplaca de titulacdo (96 pocos)
de fundo plano. Para célculo de concentracdo dceptral de proteinas por tecido
vegetal, efetuou-se andlise de regresséo entnecamivacées conhecidas (040 ) do
padrdo BSA (soro albumina bovina) e a absorbami&20 nm (espectrofotometro da
Bio-Tek Instruments, INC Modelo ELx 800). Antes l@&ura foram adicionados em
cada poco 25QL do corante “Coomassie brilliant blue” - BG-250a gplaca incubada
por 25 minutos a 25°C para ocorrer a reagdo. Osresldas absorbéancias foram
transformados em total de proteinas por tecidotaegéraves da formula: % Proteinas
totais = (((A3/1000) — b)/a) x ((Ve/Va) x 1000); onde A630 é aula média das
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triplicatas; a e b os valores dos termos retiradg@sSormula de regressdo da curva
padrdo; Ve o volume da extracdad.); Va o volume da aliquotaul).

Para determinacdo do teor total de aminoacidosufiizado o método da
ninhidrina (Stein & Moore, 1948) adaptado para ®ssaostras de tecido, conforme
descricdo na sequéncia. Apos a maceragdo em almdéatecido vegetal congelado,
foram medidas aliquotas de 500 mg de cada amostbaanente macerado a frio em
almofariz com 8 mL de etanol 80% (4°C). Depois debgeneizada as amostras foram
acondicionadas em tubos falcon 15mL e incubadabasrho-maria a 80°C por 15 min.
Em seguida, as amostras foram resfriadas em tetapembiente, adicionando-se ao
tubo 5 mL de cloroférmio puro e agitado, centriftiga 4300y por 10 minutos (13°C)

e do 1° sobrenadante (alcool + aminoacidos) pipetadmL em microtubo. Os
microtubos contendo as amostras foram centrifugad®3408g por 5 min. De cada
aliquota foram pipetadas 1@, em triplicatas, numa microplaca de titulagéo [(®gos)

de fundo plano, acrescidos de |90 de etanol 50%. Para calculo de concentracdo do
percentual de aminod&cidos totais por tecido vegé¢hliou-se analise de regressao entre
a absorbancia e concentracbes conhecidas ((-P@o padréo leucina (0,5 mg/ml),
adicionado a quantidades decrescentes de etanol(500630 L), totalizando para
cada poco 10QuL. As amostras e a calibracdo foram pipetadas @plicatas na
microplaca para realizacéo de leitura da densidtida em espectrofotdmetro (Bio-Tek
Instruments, INC Modelo ELx 800) com absorbancia6806 nm de comprimento de
onda. Em cada poco foram acrescidos {dl0@o reagente ninhidrina e a placa contendo
as solucbes pipetadas incubada em banho mariapt°@0 min, com leve agitacao
antes de se proceder a leitura. Os valores dasbdipeias foram transformados em
percentual de aminoacidos total por tecido vegdtalvés da formula: % Aminoacidos
total = (((As301000) — b)/a) x ((Ve/Va) x 1000); onde A630 € duld média das
triplicatas; a e b os valores dos termos retirag@sSormula de regressdo da curva
padrdo; Ve o volume da extracdad.); Va o volume da aliquotaul).

No dia 3 de dezembro de 2010, entre as 9:00 e 114088@s, foi realizada
avaliacdo do potencial fotossintético das plantdizando-se quatro plantas por
tratamento, em uma folha por planta. Cada folh#isaleasubmetida a um gradiante de
radiacdo entre 0, 150, 400, 800, 1500, e 2500 |dmédtons.rif.s*, conforme sub item
3.1.1. Foram escolhidas folhas basais, emergidassetpunda gema, livre de

sombreamento e totalmente expandidas (adultas).
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A avaliacédo do grau de infestacéo das gaiolaseflizada entre os dias 6 e 10
de dezembro de 2010, com a abertura das gaiolastagem do nimero de pérolas nas
raizes das plantas ap0s a retirada do solo. Dodasgaplantas (60), 24 foram mantidas
nas gaiolas com o mesmo solo, sendo 12 infestatiasentrole (sem infestacao), para

procederem-se novas avaliagdes (descritas na seajién

3.1.3.2 Avaliacdo de sintomas e de desenvolvimertte diferentes enxertos
em ‘Paulsen 1103’ cultivado com e sem infestacdo pérola-da-terra
e formiga

Com a manutencéo de 24 plantas do experimenta@mddjetivou-se estudar o
comportamento sintomatico de diferentes copas dieirais (suscetiveis e tolerantes ao
atague da pérola) enxertadas sobre o porta-enxedolsen 1103, com e sem
infestacdo de pérola e formiga e em condi¢Bes @anixs, com a mesma premissa de
gue a parte aérea possa estar manifestando adl@tipate os sintomas de ataque (De
Césaro, 2008). Como garantia, foi realizada umanofestacdo nessas gaiolas, com
adicdo de mais formigas (colénias com 5 rainhgsgrela-da-terra (200 ninfas recém
eclodidas) em fevereiro de 2011.

As plantas foram podadas em agosto de 2011, dexsmdjuatro ramos com
duas gemas cada, com a finalidade de manter bestagficientes em cada planta para
a realizacao de enxertia verde, com quatro difesegénotipos por planta. As enxertias
foram realizadas no dia 11 de outubro de 2011,amos verdes, sendo do tipo fenda
simples, com o material ainda tenro e em plenccorento (Figura 23). Os materiais
utilizados para as enxertias foram adquiridos @amtps multiplicadas por cultura de
tecido, livre de patdégenos. Em cada planta foraremradas as cultivares ‘Cabernet
Sauvignon’, ‘Isabel’, hibrido ‘548-15" e o propriaulsen 1103’ (Figura 24).

Apés a brotacdo dos enxertos, que ocorreu a pdetinovembro de 2011,
efetuou-se periodicamente, em intervalos de sei® di monitoramento da parte aérea
das plantas com e sem infestacdo de pérola e fayngganto ao surgimento de
sintomas foliares. Considerando-se que em ensaies@es e em condi¢cbes de campo
e canteiro (De Césaro, 2008) apds a poda as plaraagestaram sintomas. Em 23 de
fevereiro de 2012 os enxertos das plantas foranadus] deixando-se apenas duas
gemas por genotipo enxertado. Apds esta poda,ncmntise com o monitoramente de

sintomas foliares.
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FIGURA 23. Enxertia verde do tipo fendaFIGURA 24. Videira da cultivar ‘Paulsen

simples, mostrando a ligacdo 1103’ enxertada com quatro
entre enxerto e porta-enxerto. copas diferentes. Bento
Bento Gongalves, out/2011. Goncalves, out/2011. (Foto:
(Foto: Zart). Zart).

3.1.3.3 Avaliacdo do desenvolvimento, crescimentaspectos bioquimicos e
morfo-fisioldgicos de plantas de ‘Paulsen 1103’ ditadas em
diferentes interacbes com pérola - formiga eCylindrocarpon
destructans

Com o intuito de se verificar a interacdo de outnoganismos do solo na

manifestacdo dos sintomas foliares de plantasddacanudas enraizadas de videira da
cultivar ‘Paulsen 1103’, multiplicadas por estagu@ram plantadas em gaiolas de
Gallotti em 17 de dezembro de 2010, utilizando sdterilizado (conforme sub item
3.1.3.1). Em cada gaiola foram plantadas duas mutstnciadas 20 cm entre si
(aproximadamente 10 cm da lateral), conduzidashpstes de metal (1,2 m de altura)
inseridos nas gaiolas. Foram utilizadas 40 gaiskysaradas em quatro grupos distintos
(tratamentos) conforme a interacao propaktaideira (V);2) videira e infestacdo com
pérola e formiga (V+P+F)3) videira, infestacdo com pérola, formiga e fungo
destructangV+P+F+C); e4) videira e infestacéo isolada cdndestructangV+C).

Entre os dias 10 e 18 de janeiro de 2011 foramtamids formigas e cistos

brancos de pérolas em vinhedo comercial da Senialagconforme sub item 3.1.2.1),



36

com as col6nias de formigas e os cistos separaddalmratdrio. No dia 19 de janeiro

foi realizada a infestacéo das formigas, utilizand®nias com aproximadamente sete
rainhas em cada gaiola. As gaiolas contendo fosnigaam colocadas dentro de

bandejas, contendo teflon nas bordas, para ev#aida das formigas (Figura 21).

No dia 22 de janeiro de 2011 foram realizadas @stagdes com pérola (cinco
cistos por gaiola) e com fung€. destructans utilizando coloénias do fungo
multiplicadas em laboratorio (isolado CNPUV — 71&)letado em vinhedo comercial
da cultivar ‘Bordd’ ¥. labruscg, localizado em Flores da Cunha, RS. As colonas d
fungo foram multiplicadas em placas de Petri, adilido o meio de cultura BDA
(batata, dextrose, agar) conforme descrito pori@Gaet al. (2004). O meio de cultura
contendo as colbnias do fungo nas placas foi divigim pedacos e usados para infestar
as gaiolas, utilizando uma placa e meia por gdkilgura 25). A insercdo dos pedacos

de meio na gaiola se deu em diferentes perfigjluistios proximo ao desenvolvimento

das raizes, porém sem danificar as raizes (Figi)ra 2

FIGURA 25. Placa de Petri contendo coloniaBIGURA 26.Perfil dagaiolade Gallottiaber-

do fungoC. destructangm meio ta para realizacdo da inoculacao
BDA, dividido para inoculagéo do meio de cultura BDA, com o
nas gaiolas de Gallotti. Bento fungo C. destructans. Bento
Gongalves, fev/2011 (Foto: Goncalves, fev/2011 (Foto:
Zart). Zart).

Para maior garantia da infestacdo de fungo, nBdia fevereiro de 2011 foi
realizada outra infestacdo, utilizando desta vea solucdo contendo esporos @e
destructangna concentracdo de 1xX10nLY). Esta solucéo foi fracionada em 100mL
por gaiola, sendo distribuida diretamente sobmai@es apds a remoc¢ao temperéria do

vidro das gaiolas (Figura 27).
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Para garantir alta infestacdo de pérola-da-temiayefalizada nova infestagédo
com do inseto, entre os dias 1 e 5 de marco de, 2@lizando 200 ninfas separadas em
laboratorio para cada gaiola. As ninfas foram cadias sobre o perfil da gaiola, sendo

posteriormente carregadas pelas formigas atézesrai

FIGURA 27.Inoculag@ale C. destructansias raizes de
videira ‘Paulsen 1103' com solucdo
contendo esporos ha concentracdo de
1x1F.mI*. Bento Goncalves, fev/2011
(Foto: Zart).

As plantas foram conduzidas com um ramo de broigg@odesbrote realizado
em 17 de janeiro de 2011, com desponte em alturdnmaade 0,8 m, em 28 de
fevereiro. No dia 17 de marco de 2011 foi realizaoaa poda, devido a infestacdo por
acaro brancoR. latug, cujas injurias causaram sintomas de deformidasebrotacoes
e folhas. Por este fato, entre os meses de maalyalgfoi necesséria a intervengdo com
0 acaricida Vertimec® 18 EC (abamectina), na desé chL do produto comercial por
litro de agua, aplicado com pulverizador costalfodsas de todas as plantas da casa de
vegetacdo. Este procedimento foi repetido em iatesvde 15 dias, até o momento da
queda natural das folhas (maio de 2011).

Em agosto de 2011, duas gaiolas de cada tratarffgatan abertas para a coleta
de solo para a realizacdo das analises de nusient®culacdo em meio de cultura para
contagem de coldnias do fun@o destructans

A poda de inverno foi realizada no dia 11 de agdst@011, deixando-se dois
ramos com duas gemas cada. A partir do inicio deagéio foi avaliado o periodo da

brotacdo das plantas, considerando-se como gertedaraquelas em estadio de ponta
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verde. Neste periodo foram realizadas aplicacdes @acaricida Vertimec® 18 EC
(abamectina), na dose de 1 mL do produto comepoialitro de agua e em intervalos
de 15 dias, até marco de 2012. No dia 31 de outib2011 as plantas foram avaliadas
quanto ao numero de brotacdo e o didametro do dole 2 cm do solo). Em 7 de
dezembro, avaliou-se o comprimento médio das BFesmccomo também, o numero
médio de gemas e feminelas por brotacao.

Em trés gaiolas de cada tratamento foi avaliadempbd de infiltracdo e
quantificado a percolacdo da agua de irrigacdoubstsato das plantas. Em todas as
gaiolas avaliadas foram colocadas bandejas paraletacda agua percolada. Num
mesmo dia (26/03/2012) foi realizada irrigacéo ens geriodos distintos (entre 10:00 -
11:00 e 17:00 e 18:00), marcando o tempo (com cnet®) de infiltracdo da agua
colocada no perfil da gaiola, e no final do dia:8D3, coletada a agua percolada em
bureta graduada. Em cada periodo foram adicion@@86smL de agua, com béquer
graduado.

Ao longo do dia 06/01/12 foram realizadas medi¢c@esfotossintese (Lmol
CO,.m?s%), em trés plantas de cada tratamento, previammareadas. Para essas
avaliacOes, utilizou-se um analisador de gasesramiacdo infra-vermelha (LI-6400,
LI-COR, Lincoln, USA) equipado com camara de toperto. Essas avaliagdes foram
realizadas durante o dia, a cada duas horas, atBe30 e 18:00. Paralelamente foi
determinado o potencial da agua na folha (MPa)ab fpi medido em folhas coletadas
de cada grupo de interacdo, com a utilizacdo dea@meara de presséo (Scholaneler
al., 1965). Para as medidas do potencial de base wa rég folha, as folhas foram
coletadas antes do amanhecer (5h30min), com ag@ed em intervalos de duas
horas, até as 18h.

No dia 09/01/12 foi realizada analise do potentmébssintético das plantas,
utilizando-se quatro plantas por tratamento, em doflza por planta. Cada folha
avaliada submetida a um gradiante de radiacao ivessrde 0, 100, 200, 400, 800,
1000, 2000, e 2500 pumol de féton€.8T, conforme sub item 3.1.1. Foram escolhidas
folnas basais, emergidas da segunda gema, livresodgreamento e totalmente
expandidas (adultas). Apos estas avaliacfes atmpléoram podadas (10/01/2012) e o
material de poda submetido para as analises deoaffulhas e ramos) e nutrientes
(folhas). ApoOs essa poda, entre os dias 15/01 6312, estas plantas foram

avaliadas quanto a taxa de brotacdo (numero desgbrotadas) e o desenvolvimento
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das brotacdes (numero de folhas por brotacdo). Kstgs foram novamente
desbrotadas, conduzindo um broto por planta.

No dia 27/03/2012, entre as 15:30 e 16:15 horaanfaoletadas trés folhas de
cada planta em falcon de 50mL, congeladas em #iiogliquido (-190 °C) e
armazenadas em ultra freezer (-80°C) para and@léesegpressao de genes especificos de
defesa da videira contra patogenos. Apds as abBaba@s plantas foram podadas
novamente, separando-se folhas e ramos em lakhorgiéara analises morfologicas de
crescimento (conforme sub-item 3.1.2.3).

As folhas congeladas foram processadas para asemnde inducdo dos genes
Estilbeno Sintase (envolvida na producédo de fitoases que auxiliam a defesa contra
fungos), Chalcona Sintase (envolvida na funcéo idesimtese de antocioninas) e a
proteina PR-2 (Pathogenesis Related, com atividatienicrobiana). A eficiéncia dos
primers foi calculada com o LinRegPCR, conforme Rkenset al, (2002) e a
expressao génica relativa foi calculada segundffl P2201) usando o tratamento sem
pérola (V) como calibrador. Foram utilizadas dudanias para cada andlise,
contrastando plantas: V (controle, O cistos); V+Redm meédia de 4,5 cistos); V+P+F
(com média de 30 cistos) e V+P+F+C (com média deidi®s). Foi utilizado como
gene normalizador actina e os valores comparadasegpressao das plantas controles
(interacédo V).

Entre os dias 4 e 20 de abril de 2012 as gaiolasnf@bertas para observacao

do namero de cistos de pérolas nas raizes dasplant

3.1.3.4 Relacdo da infestacdo de pérola-da-terra moo grau de metil

esterificacdo em diferentes espécies de videira

As videiras utilizadas foram: ‘Paulsen 110¥. (rupestrisx V. berlandier);
‘Magndlia’ (V. rotundifolig); ‘Isabel’ (V. labrusca e o hibrido de ‘Magndlia’ e ‘Isabel’
‘5648-15’ (V. rotundifoliax V. labrusca.

Foram utilizadas oito gaiolas para cada materigetad, com o plantio de duas
plantas por gaiola. Em metade das gaiolas (quatracatia material) foi realizada
infestagdo com formigas e pérola, nos dias 20/A2/2010/03/2012, respectivamente.

Em setembro de 2011 as plantas foram podadas euzidad com duas
brotacdes cada planta. Devido infestacbes com dwmamoco e doencas nas folhas
(mildio e oidio) principalmente em ‘Isabel’, as mis foram novamente podadas em
fevereiro de 2012. Entre os dias 28/02 e 30/03/26i@valiada a brotacao das plantas
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como também o desenvolvimento dos ramos, contamdo-snumero de folhas
emergidas ao longo do tempo. Também foram avaligdasito a manifestacdo de
sintomas foliares.

Paralelamente a esse ensaio da andlise do ataquesedo nestes diferentes
hospedeiros, entre os meses de abril e maio de, 200@as das mesmas cultivares
utilizadas nas infestacdes foram levadas para @rbédrio de Anatomia Vegetal
(LAVeg), da Universidade Federal do Rio Grande db fara andlise do grau da metil
esterificacdo de pectinas. Foram utilizadas pordassaizes das plantas, em estagio de
crescimento secundério, removidas e seccionadasvaesalmente, em microtomo de
Ranvier (espessura aproximada de (f)), sendo os cortes mergulhados em &gua
destilada para evitar a desidratacdo dos tecidosséguida os cortes foram colocados
em microtubos (0,5 ml) com solugcédo PBS (formaldeféto em tampéo fosfato salino
(PBS) 0,1 M pH 7,2) por 2 h. Decorrido esse periosa@ortes foram submetidos por
uma hora em solucédo centrifugada a 3% de proteiheité desnatado em PBS, lavados
por um minuto com PBS e incubados por 12Wvefnigh) com o anticorpo primario
JIM7, diluido 10 vezes em PBS, o qual detecta uitogp de hamogalacturonanos
(HG) com metil-esterificacdo acima de 80% (Kredxal, 1990). ApOs esse periodo 0s
cortes foram lavados novamente em PBS (quatro \aezésmin cada) e incubados em
anticorpo secundario Goat anti-rat FITC (Sigmalyido 100 vezes em PBS, mantido
no escuro, por 1h30min. Apos esse procedimentmdsescforam novamente lavados
em PBS (seis vezes por 1 min cada) para montagelangima e laminula, utilizando-se
um meio de parafenilediamina em glicerol tamponaadfade.

As laminas foram analisadas em epifluorescéncianimoscopio Leica DMR
HC com filtro de excitacdo de 450-490 nm. As imagtaram capturadas em camara
digital Leica DC500 e analisadas por comparacaatqua reacdo de fluorescéncia
observada nas paredes das células das diferentieares. Em todas as cultivares foi
realizado um ensaio controle (somente anticorpaurgkirio), para evitar erro de
observacao nos ensaios testes (anticorpos prim&egundario), devido a existéncia de
auto fluorescéncia em alguns tecidos vegetais.

Em 11/06/2012 foi realizada a avaliacdo do graundiestacdo de cistos de
pérola-da-terra nas raizes das plantas, abrindgaadas para observacdo. Nesse
processo o solo foi retirado das raizes para vmgdo das pérolas-da-terra, como
também, da sanidade das raizes (observando-senasbe doencas e infestacdo por

filoxera).
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3.2 Analise estatistica

Para a andlise estatistica de todas as variavdigoutse o programa
STATISTICA 6.0. Os dados foram submetidos as agsite variancia (ANOVA), com
as meédias das plantas infestadas comparadas cor@déss das plantas ndo infestadas
pelo teste t (p = 0,05). As médias percentuaigridransformadas em arco seno de raiz
de x.100". Nos experimentos com diferentes interacdes a ammfo foi realizada

entre as meédias pelo teste de Tukey (p = 0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao realizada em vinhedo comercial

Durante a sele¢cdo das plantas infestadas e n&siadés por pérola, para se
realizar o acompanhamento do desenvolvimento densas e danos, foi possivel
observar um grande numero de plantas com vigorzigoumuitas das quais nem
brotaram nos meses da primavera (setembro — ou204®@). Entretanto, ao se remover
0 solo das raizes, poucas ou mesmo nenhuma péraadontrada atacando as raizes
das plantas, fato que se repetiu nas duas arebasdasa('C. Franc’ e ‘C. Sauvignon’).
Mesmo assim, foram encontradas plantas com e destdpao por pérola e, como esta
selecédo foi realizada durante o inverno, época em & plantas se encontravam
dormentes, somente o julgamento de existir ou ré&olgs infestantes nas raizes das
plantas foi usado como critério de selecao.

Nas primeiras analises realizadas com o materish@do da poda ndo foram
observadas diferencas significativas entre comprimediametro e massas (fresca e
seca) dos ramos oriundos de plantas com e seresdaagfio por pérola-da-terra (Tabela
3). Além disso, nas avaliacOes realizadas parap&ohar a viabilidade da brotacdo das
gemas de varas e espordes foi evidenciado queeaadér ‘Cabernet Sauvignon’ as
plantas marcadas como infestadas apresentaramrotagdn de 67,06% e 77,16% das
gemas de varas e esporoes, respectivamente, otglizou 72,44% de indice médio de
brotacdo. Nas plantas marcadas sem infestacadag®oode gemas de varas e espordes
foi 67,53% e 70,94%, respectivamente, totalizandwalgdo em 69,32% das gemas

observadas. Estas diferencas ndo foram signifecmfpelo teste t (p<0,05).
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TABELA 3. Valores médios (z erro padrdo) do comprimento deead (CME), didmetro de
entren6 (DME), massas fresca (MF) e seca (MS) ttergihde ramos de plantas de
‘Cabernet Franc’ (C.F.) e ‘Cabernet Sauvignon’ (C(8itis viniferag), observadas
a campo com (CP) e sem (SP) a infestagdo de pdmeiarra nas raizes. Pinto
Bandeira, set/2010.

Cultivar / Infestacdo CME (cm)"®* DME (mm)"° MF (g)"° MS (g)"°

CE CP 8,59+0,51 7,04 +0,15 4,17 £0,55 2,21 +£0,29
o SP 8,77 £0,85 7,12 £0,19 4,26 + 0,80 2,30 £ 0,45

C. S CP 9,29+0,31 8,22 £ 0,08 5,95 +0,46 3,25+0,24
C SP 9,78 £0,49 8,29+0,14 6,23 +£0,71 3,34 £0,38

NSDiferencas nao significativas pelo tese t entrdrastes CP e SP em ambas cultivares.

O percentual de brotacdo observado, em ambas as &eonsiderado normal
para a regiao, visto que a viabilidade das gemadeta ser alterada pelas mudangas
anuais do clima, podendo diminuir nos anos em gaetmulo de frio foi inferior ao
necessario para a espeécie (Marodih al, 2006). De acordo com os dados
meteorolégicos monitorados no periodo hibernal d&02(abril a setembro) para a
regido (Embrapa, 2012), houve um acumulo de 388&shae frio (<7,2°C) e 859 horas
(<10,0°C), o que atende as exigéncias de frio diivares ‘C. Sauvignon’ e ‘C. Franc’
(Dokoozlian, 1999; Santae al, 2011).

Na avaliacdo da taxa de fotossintese das folhgdatéas de ‘Cabernet Franc’,
devido a grande variabilidade de resposta foi easker uma tendéncia de maior taxa de
assimilacdo de gas carbbnico nas plantas marcada® sem pérola, quando
comparadas com as plantas marcadas como infestadag sem sintomas (Figura 28).

Esta pequena variacdo entre as plantas sintom&tinas sintomaticas explica,
em parte, as semelhancas encontradas nos parametwsscimento destas mesmas
plantas (Tabela 3). Portanto, pode-se concluir gqee momento desta analise
fotossintética (novembro/2010) e com o0s grupos otha$ considerados, a
sintomatologia foliar ainda ndo foi suficiente paracterizar grande diferencas nos
parametros fotossintéticos. Contudo, salienta-se rias plantas sintomaticas haviam
folnas com sintomas mais desenvolvidos e, portacton maior restricdo no
metabolismo fotossintético. Aléem disso, entre osesede janeiro e fevereiro, durante
as visitas semanais as areas, foi observado um ndoinm® numero de plantas
sintométicas e com maior propor¢cdo de folhas comormsias, 0 que caracteriza um
avanco desse processo ao longo do ciclo anual.
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FIGURA 28. Curvas do potencial de fotossintese de videiras
‘Cabernet Franc’ cultivadas em vinhedo comercial
pré-amostradas comat) plantas controle e sem
sintomas de pérola-da-terra (SPR) plantas
infestadas, mas sem sintomas foliares de pérola-da-
terra (P); e3) plantas infestadas e com sintomas
foliares (PD). Pinto Bandeira, dez/2010.

Na avaliagdo destas plantas sintomaticas e naonghticas, quanto a presenca
ou auséncia da pérola-da-terra, pode-se afirmamaquerréncia dos sintomas foliares
foi idependente da presenca do inseto. Ou sejdarhaplantas sem sintomas que
tinham sido identificadas com ataque de péroleedate haviam plantas sintomaticas
gue haviam sido marcadas sem o atague de pératarda-Portanto, esse resultado
levantou a hip6tese de que outros organismos @estasausando tais sintomas,
caracterizados como tipicos de pérola-da-terrafocme informacdes de produtores e
técnicos da regiao.

Com esses resultados, plantas inteiras (com raizestacdes) foram levadas
para os Laboratérios de Virologia e FitopatologsaEinbrapa Uva e Vinho, nas quais
foram identificadas doencas causadas por virusfaf@os nas videiras das amostras,
sendo muitas plantas com sintomas de ambos patgeata analise dos sintomas de
algumas folhas, foi identificado a presenca dosvita enrolamento da folha da videira
(Grapevine leafroll-associated virusGLRaV), o qual ja foram identificados no Brasil
oito diferentes tipos virais para videira (Bastal, 2010b). O sintoma caracteristico

em videiras tintas, como ‘C. Sauvignon’ e ‘C. Frare uma clorose seguida de
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avermelhamento das folhas das plantas atacadasjmopnogressivo enrolamento dos
bordos das folhas (Figura 29). Nos ramos, caulesizes coletados também foi
identificada a doenca conhecida por declinio outendescendente da videira, nome
genérico de doenca causada por um grupo de diésrdéuhgos (Garrido & Sonego,
1999). Em laboratério foi identificado e isolad@@nero de fung®otryosphaeriasp.,
diagnosticado como o causador dos sintomas obsevad area avaliada e,

erroneamente atribuido ao ataque da pérola-dartasraideiras (Figura 30).

FIGURA 29. Sintoma em ‘Cabernet FrandcFIGURA 30. Sintoma em ‘Cabernet Franc’ de

causado pelo virus do enrola- podriddo descendente da videira
mento da folha (GLRaV). Pinto causado pelo fungo
Bandeira, dez/2010 (Foto: Botryosphaeriasp. Pinto Ban-
Zart). deira, dez/2010 (Foto: Zart).

O conjunto dos resultados deste ensaio de campio g&rra caracterizar a falta
de precisdo no dianostico de plantas atacadaséuolapda-terra. Esse equivoco pode
estar atrelado ao fato da pérola-da-terra semfiaaile visivel nas raizes das plantas, em
funcdo de suas caracteristicas fisicas, como aagdlo amarelada e tamanho médio de
0,5 — 1,0 cm (Figura 1), que contrasta com as saéze solo (Figura 2). Diante deste
fato, quando o produtor ou técnico se depara cquna planta sintomética e na
exploracdo das raizes encontra a pérola-da-teoraigueiramente 0s sintomas sao
atribuidos a presenca/ataque deste inseto. Emapantida, os fungos e virus, que nao
séo visiveis e que podem induzir sintomas foli@esorte de plantas, podem passar
despercebidos na maioria dos casos, se ndo forametidos a andlises especificas
(Bassoet al, 2010b). Por haver esse confundimento de difeseateitos bioldgicos
sobre as videiras analisadas, as demais avalipebasaracterizar os efeitos da pérola-

da-terra que haviam sido programadas para ess® émsan encerradas.
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4.2 Ensaios ambientados em canteiros

4.21 Experimento 1. Avaliacdo do comportamento de mudade videiras em

canteiros com e sem infestacdo controlada de péreada-terra

Durante o primeiro ano das plantas cultivadas nasteros (2010/2011),
priorizou-se 0 manejo para controle de plantas @wentes (controle manual), pragas
(acaro branco e filoxera nas folhas) e doencasuffem e mildio), visto que a maioria
das mudas estava ainda em fase de formacéo. Apidaade formacdo no primeiro ano
(setembro/2010), foi observado crescimento norraal mlantas entre canteiros, sem a
ocorréncia de sintomas. Além disso, nesta fasairfram efetuadas as enxertias para
a formacdo de plantas com os mesmos porta-enxents,com variacdes de copas.
Apoés a enxertia de inverno (setembro de 2010)za&ddi sobre ‘Paulsen 1103’ com 0s
materiais ‘C. Sauvignon’ e ‘Isabel’, foi observadomorte de 12 enxertos de ‘C.
Sauvignon’ (7 nos canteiros sem pérola e 5 nositaatcom pérola) e 9 enxertos de
‘Isabel’ (5 canteiro com pérola e 4 canteiro senmolpg. Os cavalos mortos foram
desenterrados e ndo foram encontradas pérolasaims re nem sintomas da outras
pragas ou doencas conhecidas, dentro dos protodélanalise dos laboratorios da
Embrapa Uva e Vinho. Contudo, ndo se pode descprtdiiemas de enxertia ou
mesmo a interferéncia de algum organismo do sadasiderando que n&do houve
esterilizacdo do mesmo.

Depois de realizada poda de verao (desponte), eeneieo de 2011, plantas de
‘Isabel’, que estavam mais desenvolvidas e nacahagofrido danos por mildio, &caro
branco e nem filoxera, foram avaliadas quanto xestde fotossintese, considerando o
contraste de canteiros com a presenca e ausénprale-da-terra. Nestas avaliacdes
nao houve diferencas entre plantas dos canteiros e&sem pérola para diferentes
gradientes de radiacéo (Figura 31). Com as mestaatp marcadas anteriormente foi
avaliada novamente a taxa de fotossintese, poréma agm uma taxa saturante de
fotons.

Esses resultados de fotossintese corroboram agsvab8es dos sintomas
foliares ao longo do ciclo, pois desde o inicio dedacfes (agosto — setembro/2010),
até a senescéncia das folhas (marco — maio/201dhume material observado
manifestou sintomas caracteristicos ao ataque dalap#a-terra. Além disso, as
observacoes realizadas pelas medidas do colo datagl nestas mesmas plantas, nao
houve constatacdo de diferencas significativaseadrplantas cultivadas nos canteiros

com e sem pérola.
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FIGURA 31. Curva de fotossintese com gradientead@céo entre
0, 100, 200, 400, 800, 1000, 2000 e 2%0f0ol de
fotons.n?.s' em plantas de ‘Isabel’ cultivadas em
canteiros com (CP) e sem (SP) pérola-da-terra. As
barras de erro padréo correspondem a observac@o de
plantas. Bento Gongalves, jan/2011.

A avaliacdo do material de poda, realizada em &bdo, também nao
apresentou diferencas significativas nos parangerdiametro, comprimento e massas
fresca e seca dos ramos (Tabela 4). Esta auséacgntbmatologia pode estar de
acordo com o tempo de infestacdo das mudas. Delmomm De Césaro (2008), a
ocorréncia de sintomas em plantas infestadas sensenimanifesta apés o segundo
ciclo de crescimento.

Para constatar o grau de infestacdo das plantasafdsiros com pérola-da-
terra, em dezembro de 2011 foram arrancadas imergke 12 plantas da cultivar
‘Paulsen 1103, preferencialmente, devido a suameecida suscetibilidade ao ataque
da pérola (Botton & Colleta, 2010). Nesta analfsé,constatado que as plantas néo
apresentaram infestacao da praga. Para evitaridadde que somente esta cultivar ndo
apresentou infestacdo, plantas de outras cultivébesm também arrancadas e
analisadas quanto a presenca de pérola-da-teregpetiram 0 mesmo resultado de
auséncia de infestagéo. Isto se apresentou congramde impecilho no andamento das
andlises previstas no projeto, pois ndo se obteite @e infestacdo, apesar de terem
sido realizadas trés infestacfes com cistos-ovaafas de primeiro instar, durante os

periodos de janeiro a marco de 2010 e 2011.
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TABELA 4. Valor médio (+ erro padrdo) do diametf®) (do colo (mm), didmetro do ramo
(mm), comprimento (cm) e massas fresca e secardo bmsal (formado por
gemas) de plantas das cultivares ‘548-15’, ‘1113-1€abel’, Paulsen 1103’
Cabernet Sauvignon’ e enxertos de ‘Cabernet Saonigdf?1103 + CS) e ‘Isabel
(P1103 + Isabel) enxertados sobre ‘Paulsen 110®ivadas em canteiros com
(CP) e sem (SP) a infestacdo de pérola-da-terraoBgoncalves, set/2011.

. . O colo Oramo Comprimento  Massa Massa

Cultivar Canteiro (mm)Ns (mm) NS (Cm)NS fresca(g)‘s seca (djs
548-15 5,86+0,30 4,34+0,20 18,92+1,49 3,16+0,30 1,70+0,17
1113-10 3,25+0,16 2,37+0,13 9,10+0,79 0,49+0,06 18004
Isabel 7,46+0,42 4,26+0,14 16,67+1,42 2,48+0,31 1,32+0,16
Paulsen SP 8,53+0,25 4,56+0,18 13,79+0,93 2,57+0,39 254M,10
Cabernet 4,67+0,19 3,10+0,10 12,73+0,78 1,16+0,13 0,60+0,05
Paulsen + CS 8,32+0,53 3,96+0,28 11,79+1,26 1,280, 0,98+0,13
P1103 + Isabel 8,97+0,29 4,31+0,14 13,24+0,80 2,45+0,18 1,26+0,09
548-15 6,04+0,24 4,36+0,18 18,66+1,30 3,08+0,31 1,63+0,16
1113-10 3,12+0,11 2,27+0,09 9,21+0,85 0,45+0,04 9480203
Isabel 6,91+0,37 3,86+0,10 15,89+0,85 2,05+0,12 1,09+0,06
Paulsen CP 7,73+0,35 4,52+0,14 16,38+1,01 2,72+0,26 53+D,15
Cabernet 4,87+0,29 3,02+0,15 12,60+0,50 1,58+0,07 0,58+0,04
Paulsen + CS 7,67+0,35 4,17+0,16 14,13+0,69 2,48+0, 1,20+0,12
P1103 + Isabel 8,60+0,44 4,19+0,20 13,58+1,26 2,27+0,33 1,18+0,16

NSDiferencas nao significativas (p>0,05) pelo tesmtre contrastes de canteiros com pérola e sestapér

A auséncia do inseto nos canteiros pode estandérel algum efeito antagonico
da combinacgéo de exudatos de raizes, considerardasgmesmos foram compostos de
uma grande mistura de gendtipos, inclusive de éspémwtivas, e plantados muito
proximos (0,23m x 0,18m). De acordo com Willaditoal. (2005), a rizosfera € um
ambiente muito complexo e os exudatos radicularescem grandes influéncias fisicas
(agregacao de particulas, variacdo da porosidadppténcial de agua, etc), quimicas
(precipitacdo e acumulo de sais, modificacdo deliperracdo de compostos que atuam
como quelantes, indutores de transcricdo géniedoees de crescimento) e bioldgicas
(estimulo ou inibicdo de distintos organismos, oomk a espécie de planta) neste
microambiente. Portanto, estes fatores, podem sstaranifestando com esse conjunto
de plantas e proporcionando a auséncia de infest&f@retanto, no ambito deste
trabalho ndo foi possivel testar tal hipotese. f@iadestes fatos, as avaliagbes
programadas para as plantas cultivadas em ambgantsiros novos com e sem a
infestacdo de pérola ndo foram efetuadas conformtamejamento inicial, devido a

auséncia do contraste requerido de ataque de pérola
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4.2.2 Experimento 2
a) Avaliagdo de mudas formadas de estacas coletadas glantas de
‘Paulsen 1103’ cultivadas em canteiros com e senirdestacdo por
pérola-da-terra

Nos canteiros 7 e 8 (Figura 10), que ja haviam sitestados previamente entre
0s anos 2004 e 2005, as mudas de ‘Paulsen 11@®h fionplantadas em abril de 2009,
com comprovacado da existéncia de pérolas pelo viewehto de algumas plantas
hospedeiras, como a lingua-de-vaRarfexsp.). Desta maneira, as plantas deste ensaio
(canteiros 7 e 8) ficaram um tempo de exposicdmmzdara a infestacdo de pérola,
guando comparado com as plantas dos canteiros S@dooesnterior (canteiros 1 ao 6).
Nas avaliacOes prévias de plantas de videira éndad de vaca (realizadas em marco
de 2011) houve confirmacao de infestacao.

As estacas coletadas nos canteiros com a infestded@érola-da-terra
apresentaram, em meédia, menores massas fresca,arsswr comprimento e menor
diametro, diferencas estas significativas (p<0,0bjgndo comparadas com as estacas
coletadas das plantas do canteiro sem a infespaydoérola-da-terra (Figura 32). Esse
resultado enfatiza que plantas com maior tempoféstacdo nos canteiros manifestam
impactos sobre o vigor das brota¢gbes anuais, aeflete, em parte, a sintomatologia
observada a campo (De Césaro, 2008).

No Brasil, apesar de ainda ndo haver regulamentggia a qualidade
morfoldgica na producdo de estacas, h4 uma recanaodie utilizacdo de estacas com
comprimento entre 28 e 30 cm e didametro variandd del2 mm (Kuhret al, 2007),
ficando os resultados obtidos abaixo destes paraset principalmente nas plantas
atacadas por pérola (Figura 32). Comparando-seesdtados observados com o0s
padrbes exigidos para producdo de mudas por estadaanca, o diametro minimo
exigido (0,35 cm) foi alcangcado (Regina, 2002).r&anto, o comprimento nao atingiu

o minimo exigido (55 cm), em ambos os tratamentos.
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FIGURA 32. Médias observadas das massas (g) frescas (tampa e secas (cinza escuro) (A);
didmetros (mm) (B) e comprimentos (cm) (C) de estgcom quatro gemas) de
videiras (‘Paulsen 1103’) cultivadas em canteirosmce sem a infestacdo de
pérola-da-terra. Bento Gongalves, set/2011.

Apesar das variacdes de vigor nas plantas atacadlenta-se que as estacas
coletadas ndo manifestaram diferencas significathcactimulo de reservas de amido.
(Figura 33).

Na avaliacdo do contraste de efetividade de bretagdde enrraizamento entre
as estacas, obtidas de plantas com pérola e saia gécultivadas em substrato, foi
observado que em todas as estacas ocorreu pelsmer@brotacdo de gemas e nao
foram observadas diferencas significativas (TalglaPortanto, esse resultado n&o
reflete os contrastes de vigor de crescimento, @s#&s correlacionado positivamente
com as semelhancas de reservas em ambos grupstadase De acordo com Zapata

al. (2004), o acumulo de amido na estaca respondet&agfdo da brotacdo do ciclo
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seguinte, o qual se faz necessario para as ategddd planta na saida de sua fase
dormente. O comportamento das brotacbes e o cresmndas mudas, avaliado nas
medidas de brotacao e raiz, condizem com a siaéde dos resultados encontrados no
percentual de amido nas estacas, que praticaméotéoram alterados, pelo fato das

plantas estarem em canteiros distintos e com ampras auséncia de pérola-da-terra.
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FIGURA 33. Percentual de amido em estacas de wslala cultivar ‘Paulsen
1103’ coletadas de plantas em canteiros sem pérglam pérola.
Bento Gongalves, 2012.

Um dos fatores que poderia determinar o menor ionesto observado nas
estacas das plantas infestadas, num primeiro momssia a quantidade de amido de
reserva presente nas estacas, conforme importéesitacada por Leakey & Coutts
(1989).Porém, o tamanho da estaca, nesse caso, ndo desuaest um fator decisivo
para a producdo de mudas de porta-enxerto ‘Pall#8i, visto que houve brotacdes e,
nos parametros avaliados (Tabela 5), ndo apresdifevancas significativas.

TABELA 5. Valor médio (+ erro padrdo) do numero de brotac@Esnero de gemas,
comprimento total das brota¢des, nUmero de raiz@sapas, comprimento
(cm) de duas raizes e a massa fresca (g) das @désesstacas de plantas
cultivadas em canteiros com pérola (CP) e sem 48#®). Bento Goncalves,

dez/2011.
Estacas N° brotacdes N° gemas Compr.total N°raiz1° Compr. duas Massa
NS S (cm)™® NS raizes'® fresca(g)'®
cp™® 1,61+0,97 13,67+0,91  24,04%1,41 18,48+1,33 27,990 2,40%0,96
SP 1,63+0,07 14,32+0,48 24,47+1,13 19,82+1,07 203 2,01+0,10

"“Diferencas ndo significativas (p>0,05) pelo tesmtre contrastes com e sem pérola.
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Insetos, numa forma geral, apresentam suas atasdbalOgicas relacionadas
aos aspectos ambientais, mais diretamente a tetme®ilveira Netcet al, 1976).
Como a espécie de pérola estudada apresenta unaproximadamente anual (Soria &
Gallotti, 1986; Bottonet al, 2004) e as atividades da videira (maior circudada
nutrientes) ocorre no periodo quente do ano (oatubabril, para o hemisfério sul), o
menor crescimento observado nos ramos pode sedaded desvio de nutrientes
relacionados a alimentac&o da pérola no perioduoailer atividade de ambos (inseto e
planta). Insetos sugadores, como a pérola, alimes& diretamente nos feixes
vasculares das plantas, como se fossem drenos il se desviam quantidades
substanciais de nutrientes no periodo de cresocomEnplanta (inicio da brotacao), que
pode ser alterado (Zapattal, 2004).

b) Avaliacdo de diferentes copas enxertadas sobrBdulsen 1103’ em
canteiros com e sem a infestacédo por pérola-da-terr

ApoOs a enxertia verde de diferentes copas, reaiezad dezembro de 2011 com
‘Cabernet Sauvignon’, ‘Isabel’, ‘548-15" e ‘Pauls&i03’, nas plantas de ‘Paulsen
1103’ cultivadas em 2009 nos canteiros 7 e 8, @erérs se desenvolveram por 90 dias
nestas condi¢ges. Foi observado um rapido crestoms brotacdo, em ambos os
canteiros (com e sem peérola). Com excecdo do rahté48-15’, que apresentou um
crescimento mais lento, os demais materiais crasgctaté a altura maxima do canteiro,
necessitando desponte/poda verde (20/fevereiraltua do arame.

Na avaliagdo dos parametros morfoldégicos das and® foram observadas
diferencas significativas (§0,05) entre porta-enxertos dos canteiros com epsgoia,
para diametro de colo e massas fresca e seca teg@gea e raiz (Tabela 6). Com
excecao dos valores médios das massas de raipgdesds outros parametros os porta-
enxertos cultivados em canteiros com pérola mastrarvalores inferiores

numericamente, quando comparados as plantas daroasgm infestacdo por pérola.

TABELA 6. Valor médio (+ erro padrdo) do nimero de cistodmditro do colo @, mm),
massa fresca (MF, g) e massa seca (MS, g) dagenea e raiz de plantas porta-
enxertos (‘Paulsen 1103’) cultivadas em canteims pérola (CP) e sem pérola
(SP). Bento Gongalves, mar/2011.

. N° médio O colo Parte Aérea Raiz
Canteiro ; NS NS NS NS NS
cistos (mm)™ MF (g) ™ MS (g)™ MF ()™ MS (@)™
CP 4,25+1,11 17,25+1,55 08,40+6,02 54,17+3,35 113,86+21,53 54,09+9,81
SP - 19,59+1,12 123,76+18,90  67,86+12,00 105,68+7,4752,1045,21

NSDiferencas nao significativas pelo tese t (p>0,85)re contrastes de canteiros com e sem pérola.
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Quando avaliado o grau de infestacdo nas plantasani@iro com pérola foi
observada infestacdo da praga em todas as plamas/idas do solo do canteiro. O
namero médio de cistos amarelos (3° instar) enadosr por planta foi de 4,25 + 1,11.
Como a avaliacéo ocorreu no fim do veréo (22/03fE8e em que 0s cistos ainda estao
se reproduzindo (cistos brancos), foram encontradaas ninfas de 1° instar no solo e
nas raizes, quando da retirada das plantas dorcaqtessivelmente de cistos brancos
rompidos. Também foi confirmada a auséncia de @grahs plantas cultivadas no
canteiro sem infestacao.

Na avaliacdo morfolégica dos ramos e folhas dawelites materiais enxertados
sobre ‘Paulsen 1103’, ndo foram observadas difasesgnificativas entre cultivares
copas dos canteiros com e sem pérola em massssa(feeseca) para entrené e folha
(Tabela 7). No comprimento médio de entrend howveraste significativo §0,05) na
cultivar ‘Cabernet Sauvignon’, que apresentou va@dio de 3,09 + 0,29 cm em
plantas infestadas e 4,50 + 0,44 cm em plantasni@stadas. Na andlise da &rea foliar
plantas de ‘Paulsen 1103’ apresentaram difererigafficativa (p<0,05), com médias
de 46,67 = 8,33 cm? e 61,38 = 3,67 cm? para plainfastadas e ndo infestadas por

pérola, respectivamente.

TABELA 7. Valor médio (+ erro padrao) do comprimerde entrend (C, cm), massa fresca
(MF, g) e massa seca (MS, g) de entreno e follvagféliar (cm?) de plantas das
cultivares de videira ‘548-15’, ‘Paulsen 1103, alel’ e ‘Cabernet Sauvignon’,
enxertadas sobre ‘Paulsen 1103’ cultivadas em icasteom pérola (CP) e sem
pérola (SP). Bento Gongalves, mar/2012.

Cultivar/ Entrend Folha
canteiro C (cm) MF@™  MS(@g)™ Area(cm?)  MF(@)™  Ms(@@)™
‘548-15' 4,38+0,50 0,48+0,08 0,19%0,03 7074:1331 118t007  0,410,02
‘P1103’ 4,27+0,68 0,98+0,29 0,3740,11 46,67+8,33* 093:0,19  0,27:0,05
1sabel’  CP 6,4020,14 1,76+0,34 0,65+0,15 15576+18.95 2,80:0,45  0,99+0,17
‘C.S 3,00£0.29 0,7440,27 0,26+0,10 53.39+12,04 094:026  0,32:0,09
‘548-15' 3,53:0,72 0,44x0,19 0,1720,07 6021+14.13 0,94:026  0,33%0,10
‘P1103 4,72+0,40 1,12+0,16 0,38+0,05 61,38+3,67 1,11+0,09 0,36+0,02
qsaber 'SP 6,14+0,54 1,59:0,43 0,56+0,16 134,74+28,38 2,2840,56  0,79%0,22
‘c.8. 4,50+0,44 1,18+0,28 0,41:0,10 8553+17,38 140£0,31  0,51:0,13

NSDiferencas néo significativas pelo tese t (p>0,86jre contrastes de canteiros com e sem pérola.
*Significativo pelo teste de t (p<0,05)

O material hibrido ‘548-15’ e a cultivar ‘Isabelpr@sentaram valores meédios
superiores numericamente nas plantas infestadasdgqucomparadas com as plantas
nao infestadas (Tabela 7). Mesmo que nao sigrifiaésta observacao relaciona os

dois materiais mais proximos, visto que o hibrid8-15’, considerado tolerante ao
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ataque de pérola-da-terra (Camargo, informacacal)erd resultado do cruzamento de
‘Magndlia’ (V. rotundifolig com ‘Isabel’ ¥. labrusca. ‘Isabel’ é considerada uma
cultivar suscetivel ao ataque de pérola, porérafaglde campo condizem que plantas
de V. labrusca(incluindo ‘Isabel’) suportam por mais tempo, danmira produtiva,
infestagcBes por pérola-da-terra (Botadral, 2009).

E importante destacar que as plantas avaliadasétamifio manifestaram
nenhuma alteracéo foliar visivel (Figura 34), camsmbservadas no campo em plantas
virGticas ou com influéncias de fungos de soloue gonfirma a sanidade do material
empregado neste estudo.

Quanto as avaliagbes de clorofila, estas foramzestds em 20/03/2012 e em
decorréncia das particularidades metabdlicas de gaxotipo, houve grandes variacdes
nos indices de clorofila foliar entre as cultivaregjue explica os contrastes visuais de
folhas (Figura 34). Entretanto, no contraste deeias (com e sem pérola) dentro de
cada genotipo, as médias ndo apresentaram diferaigaificativas (p<0,05), tanto
para os indices de clorofilg B ou total, em todos os materiais avaliados (TaBgla
Esse resultado contrasta com os dados de pigmendacplantas atacadas por pérola-
da-terra que foram observados por De Césaro (26@8gdo que plantas de ‘Isabel’
infestadas a campo por pérola apresentaram sintfoli@®s (clorose e necrose) com
diferencas significativas nos teores de clorofilaf{ e Total). Contudo, 0 mesmo autor
salienta que houve grupos de folhas assintomé&titaplantas infestadas, as quais nédo
diferiram significativamente em clorofilas das g controle (De Césaro, 2008). Ou
seja, apesar desta auséncia de variacdo nos papnemo se pode descartar a
ocorréncia de outros sintomas provocados pelo atadm pérola-da-terra ou a
ocorréncia de degradacao de clorofila com tempasresade ataque do inseto. Cabe
salientar que doencas virGticas também promovenradagdo das clorofilas em
videiras (Basset al, 2010a), tornando-se encarquilhadas e avermelledasiltivares

viniferas tintas e amareladas em brancas (Fagtrdly 2003).
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FIGURA 34.Folhas de videiras das cultivares ‘Isabel’, ‘548-1Gabernet Sauvignon’ (C.S.),
e ‘Paulsen 1103’ (enxerto) enxertadas sobre plah¢a$aulsen 1103’ (porta-
enxerto) infestadas (CP) e ndo infestadas (SPp@mia-da-terra, durante trés
anos com média 4,25 cistos por planta. Bento Geegsaimar/2012. (Foto: Zart).

TABELA 8. Valor médio (+ erro padrao) da estimativa de cidaaf, p e total, pelo indice de
clorofila Falker (ICF), obtido através de leiturasm clorofilémetro portatil
(clorofiLOG 1030) em folhas de videiras das cultése'548-15’, ‘Paulsen 1103’,
‘Isabel’ e ‘Cabernet Sauvignon' (CS), enxertada®reso'Paulsen 1103 e
cultivadas em canteiros com pérola (CP) e sem @d&P). Bento Goncalves,

mar/2012.
, : Teor de clorofila

Cultivar/canteiro S B Toal™
‘548-15’ 40,95 + 1,59 11,73 + 0,82 52,68 + 2,31
‘P1103’ ICP 30,03 +1,30 7,88 £0,75 37,90 + 1,67
‘Isabel’ 41,33 +1,63 13,93 +0,94 55,25+ 2,44

‘C.S’ 38,65 + 0,86 13,68 + 0,80 51,93+1,12
‘548-15’ 41,63+ 1,35 11,68 + 1,00 53,30 + 2,26
‘P1103’ ISP 31,45+2,01 8,25+ 0,77 39,70+ 2,76
‘Isabel’ 43,53 +1,41 13,85+1,12 57,90 + 2,49

‘C.S/ 39,38 +1,11 11,85+0,73 51,23+1,30

Teor de clorofila baseado no indice de clorofilak&a (ICF); V> Diferencas n&o significativas
(p>0,05) pelo teste ‘t' nas plantas das mesmagvatds entre canteiros com (CP) e sem (SP) pérola.
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Apesar das plantas atacadas apresentarem uma aeédja5 cistos por planta,
as diferentes copas nao apresentaram manifestac8mtdmas, conforme observado
em condi¢cdes de campo. Em condi¢cdes de canteirotidsmanos de infestacdo para
porta-enxerto, e 100 dias de enxerto, comprovaiseagcopa nao exerce contrastes de
susceptibilidade ao ataque, conforme mencionadtraialho de De Césaro (2008).
Contudo, para se ter certeza nestas informagfesaeSsario 0 acompanhamento destas
plantas por periodos maiores de atague com a pdmelerra, como trés ciclos
vegetativos, considerando as informacfes de liexatsobre o tempo de
desenvolvimento sintomatol6gico em areas comerititéstadas (Bottoet al, 2004).

Considerando a semelhanca das avaliagbes de pugnetdstaca-se que as
curvas de fotossintese de cada cultivar em presengaséncia de pérola-da-terra
também ndo manifestaram diferencas significativaslamgo de um gradiente de
radiacdo (Figura 35). Considerando que essas culwaftossintese potencial em
relacdo a disponibilidade de radiacdo englobamstadoaspectos do metabolismo de
fotossintese foliar, tais como as etapas fotoqasnie bioquimicas (Larcher, 2004),
pode-se afirmar que, nestas condicfes experimengishouve influéncias do ataque
de pérola-da-terra. Tratando-se dos diferentesria@taitilizados, mesmo os materiais
considerados mais suscetiveis (‘Isabel’ e ‘C. Smo’) tiveram um comportamento
similar aos materiais considerados mais tolera(i&k8-15" e ‘Paulsen 1103’), que

mantiveram altos rendimentos de assimilacdo dg CO
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FIGURA 35.Curvas de fotossintese (mol €@2s?) com gradiente de radiacdo (PA&tre (
100, 400, 800, 2000 e 2500 pmol de fotorfsshem plantas de ‘5485’ (A)
‘Paulsen 1103 (B), ‘Isabel’ (C) e ‘Cabernet Saumdg' (D), cultivadas €
canteiros com (CP, linha pontilhada) e sem (SPalisdlida) pérola-deerra. A
barras de erro padréo correspondem a 4 plantag Bemcalves, mar/2012.

Na analise de reservas de amido em ramos, saengae a cultivar ‘Cabernet
Sauvignon’ apresentou uma reducdo significativa pémtas com pérola, em
comparacdo as plantas controle (sem pérola) (Tédel&Nas demais cultivares, os
valores percentuais de amido nos ramos foram s&sil§p<0,05) no contraste de
canteiros (com e sem pérola). Além disso, em tadasultivares nao foram observadas
diferengas significativas desta reserva de amidofakhas no contraste de ataque e
auséncia de pérola-da-terra. Com base nos valamegricos, foram observadas até
reducdes na ordem de 30% na cultivar ‘Paulsen 12036 em ‘Cabernet Sauvignon’,
13% em ‘Isabel’ e 9% em ‘548-15'. Esta similaridadeéendéncia a reducédo observada
em folhas de plantas atacadas por pérola, em caggmacom plantas ndo infestadas, €
totalmente distinda dos resultados observados moiCBsaro (2008), que observou

relacdo inversa na reducdo de amido em folhas,marmr concentracdo em folhas de
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plantas atacadas. Entretanto, no experimento enhauee constatacdo de acumulo de
amido em folhas de videira, De Césaro (2008) amgllantas no campo, possivelmente
com infestacfes superiores de pérola ao obseneste axperimento, que foi de 4,25 +
1,11 cistos por planta. Além disso, conforme olm#ovno experimento de campo,
salienta-se que outros organismos de solo poderar egintribuindo para a
sintomatologia foliar e, portanto, estar gerandformagfes contrarias entre o0s
trabalhos, nos valores de acumulo de amido no astetde plantas com a presenca e
auséncia de pérola-da-terra. Além disso, destacpserideiras infectadas por viroses
tendem a acumular amido em folhas com sintomasddagnento de folha (GLRaV)
(Bassoet al, 2010a), o que corrobora com a hipétese de quiatensmtologia de
acumulo de amido n&o pode ser relacionada ao atbgpérola-da-terra, mas a outros

fatores fitossanitarios.

TABELA 9. Valores médios (x erro padrdo) do petaahde amido em folhas e
ramos de plantas das cultivares de videira ‘548-1Baulsen
1103, ‘Isabel’ e ‘Cabernet Sauvignon’, enxertadabre ‘Paulsen
1103’ cultivadas em canteiros com pérola (CP) e gérala (SP).
Bento Gongalves, 2012.

. . Amido
Cultivar/canteiro Folha (96)° Ramo (%)
‘548-15' 0,287+0,040 0,281+0,008"
‘P1103’ /cp 0,156+0,035 0,357+0,024
‘Isabel’ 0,181+0,037 0,334+0,019°

‘C.S. 0,218+0,029 0,318+0,005*
‘548-15’ 0,316+0,017 0,278+0,011
‘P1103’ /Sp 0,223+0,043 0,379+0,013
‘Isabel’ 0,209+0,025 0,344+0,005

‘C.S. 0,275+0,019 0,337+0,002

NS Diferencas ndo significativas (p>0,05) pelo tésteas plantas das mesmas cultivares
entre canteiros com (CP) e sem (SP) pérola.;* Sétgivo pelo teste t (p<0,05)

Nos contrastes avaliados, entre plantas de castifestados e nao infestados
por pérola, nas avaliacbes referentes ao cresam@mbrfologia), capacidade fisica
(clorofilas) e fisiolégica (assimilacdo de ¢Qla fotossintese, ndo foram observadas
diferencas que possam explicar a queda de produgdmrte de plantas de videiras no
campo. Contudo, avaliagbes sobre possiveis alesagi@ atividade de enzimas
oxidativas na regidm loco do ataque da pérola da terra (raiz), pode seevbase para
estudos sobre comportamento e atividade de defegaadta, frente as injurias das
pragas (Conratht al, 2002). Dois grupos de enzimas que estédo envalvidatividade

oxidativa em plantas, as peroxidades e as polibswadses, possuem descricdo de
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atividades importantes no mecanismo de defesa amtagl por estresses bidticos e
abidticos (Van Huystee, 1987, Cavalcaatital, 2005).

Nas analises em laboratorio das raizes coletadapldatas comprovadamente
infestadas por pérola nos canteiros foi identifecathis do que o dobro da atividade de
peroxidades (GPx), em comparacdo com plantas rfastadas (Figura 36, A). As
atividades observadas de polifenoloxidases (PPO) ptantas infestadas e néao
infestadas ndo demonstraram diferencas entre watas (Figura 36,B), porém
apresentaram valores superiores em unidade delad®&i(UA), quando comparadas
com os valores observados pelas atividades deigad®s (Figura 36, A). A atividade
de peroxidase tem sido associada a uma variedageodessos relacionados a defesa
em plantas, até mesmo reacdes de hipersensibilidgdidicacdo e suberizacdo (Silva
et al, 2007). Sendo assim, apesar de nao ter sido ewdkEnnenhum efeito foliar,
essas informacgfes salientam que as plantas atapadgsérola em canteiros estao
manifestando respostas bioquimicas de defesa paglesn explicar a reducdo de vigor
anteriormente citada (Figura 32, Tabela 7). Dazmagdes realizadas com as raizes
acondicionadas em camara Umida, para promover idapao de fungos infestantes,

nao foram identificados fungos causadores de dsedgaaiz e/ou colo.
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FIGURA 36. Atividades de peroxidases (GPx, EC 1.B).(A) e polifenoloxidases (PPO, EC.
1.14.18.1) (B) em raizes de videira ‘Paulsen llibdestadas (CP) e néo
infestadas (SP) com pérola-da-terra, durante tiés @empo). Uma unidade de
atividade foi definida como a variagdo de uma wtedde absorbancia (GPX =
480nm e PPO = 410nm) por miligrama de proteinampouto (UA mgP* min™).
Barras de erros indicam desvio-padrdo da média goatro plantas. Bento
Gongcalves, mar/2012.
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4.3 Avaliagdo sintomatica, bioguimica e morfo-fisidgica de plantas de
videira ‘Paulsen 1103’ com diferentes interacdes &e pérola-da-terra
e formiga

Neste primeiro experimento em condi¢cdes controlalm Gallotti, solo
esterilizado e casa de vegetacéo), testou-se @ngaedsolada ou em interacdo de
formigas (inepithema micanse pérola-da-terra com plantas de videira, buszand
intensificar a infestacéo (pérola) e avaliar osspass efeitos de cada inseto isolado ou
em combinacdo sobre a videira. Para isso, forarantieslos quatro tratamentos: 1)
videira (V); 2) videira e formiga (V+F); 3) videirpérola e formiga (V+P+F); 4)
videira e pérola (V+P).

Na avaliacdo do grau de infestacdo, realizada emvembro e dezembro de
2010 (300 dias ap6s a instalacdo do experiment)gaaolas foram abertas e a
contagem direta das pérolas nas raizes confirmeuaginfestacdo isolada de pérola
(tratamento V+P) foi muito inferior que no tratarteelgue apresentou a combinagao
V+P+F. Em aproximadamente 50% das plantas (11 gdamo tratamento V+P néo
manifestaram infestac&o por pérola, sendo quetantesdas plantas deste tratamento (9
plantas) apresentaram uma média de 2,00 + 0,65 qsrr planta (intervalo de variacédo
de 1 — 7 cistos). Em contrapartida, no grau destaf@o do tratamento V+P+F foi
observada uma média de 35,21 + 6,33 cistos potgp{aom intervalo de 1 — 90 cistos).

Nos parametros de crescimento, destaca-se quenpgretiodo de 10 meses
nestas condi¢des experimentais ndo se observafarardias significativas em nimero
de brotos/planta, nimero de gemas/broto (ou dekeémento dos brotos), nimero de
feminelas/ramo, area foliar e massa fresca e secamos e folhas (Tabelas 10 e 11).
Contudo, foram observadas diferencas no comprimeéatentrenos (Tabela 10) e no
percentual de agua em folhas e ramos (Tabela &dglosa interacdo formiga+pérola
(V+F+P) o tratamento mais prejudicial.

Diante desses resultos, pode-se supor que na cagabirpérola+formigal(
micang, a formiga pode estar exercendo um efeito mamessivo sobre a videira,
neste tempo de avaliacdo do experimento. Mesmeoo da tunelamento das formigas
ser um aspecto pouco estudado (Hdolldobler & Wils®90), de acordo com Sudd &
Franks, (1987) as formigas tendem a modificar o iami® em prol de sua
sobrevivéncia, alterando umidade e aeracdo, pdahmgnte por meio de galerias e
tuneis escavados. Formigas do géngnepithemapodem estar atuando ativamente no

estabelecimento de tunelagem para circulacdo spoaie das ninfas de pérola no solo,
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Visto que mesmo em pouco tempo e em ambientes icambs elas podem promover
tais mudancas (Gerbiat al, 2008). Em avaliacdo do tempo de penetracdo da agu
(volume irrigado de 300 mL) e a quantidade per@l@alume de agua coletada das
gaiolas) foi observado que nas gaiolas com interagiformigas a agua penetra no
perfil do solo 15 vezes mais rapido que nas ga&das formiga (dados ndo mostrados).
Porém, o volume percolado (escorrimento de agustamd no fundo na bandeja) das
gaiolas com formigas foi de uma a duas vezes ntiajue as gaiolas sem a interacao
com formiga. Neste processo, a formiga aumentaxa d& drenagem do solo pela
formacao de tunelamento no perfil do solo e, pootareduz a superficie de contato das
raizes com a solucdo do solo (Figura 37 e 38).0dator importante € que em presenca
da pérola-da-terra, as formigas tornam-se maiaatio que quando isoladas (Nondillo
et al, 2012a) e isso pode explicar as variacdes decioresto de entrends e do

conteudo de agua que as plantas do tratamento Fapregentaram.

TABELA 10. Numero de brotacdes por planta, gemas e feasinmlr ramo, comprimento de
entrends e area foliar observada em plantas dés#rat103’, cultivadas por 10
meses em gaiolas de Galotti com solo esterilizadone as interacdes Videira
(V), Videira e Formiga (V+F), Videira, Pérola e Roga (V+P+F) e Videira e
Pérola (V+P). Bento Gongalves, out/2010

N° Brotos / N° Gemas/ N° Feminelas / Entreno Area foliar
Tratamentos planta broto ramo (cm) (cm2)
Videira (V) 7,81 12,91 4,72 30,00 a 285,24
Formiga + V 9,90 12,60 4,90 28,79 ab 248,31
Pérola + Formiga + V 9,97 11,10 2,60 23,16 b 248,06
Pérola +V 8,00 12,38 3,88 31,85a 272,21
Sig. (0,05) ns ns ns * ns

* Valores com letras diferentes na coluna diferggnificativamente pelo teste de Tukey (p<0,05)
NS Diferenca nao significativo pelo teste de TukeyQ|95).

TABELA 11 Massa média fresca (MF) e seca (MS) de ergrenfoliar e contetdo de agua
nos entrends e folhas, observado de plantas désdPalil03’ cultivadas por 10
meses em gaiolas de Galotti com solo esterilizadone as interacdes Videira
(V), Videira e Formiga (V+F), Videira, Pérola e RFoga (V+P+F) e Videira e
Pérola (V+P). Bento Gongalves, out/2010

Massa média de entrends Massa média foliar % H20 % H20
Tratamentos MF (9) MS (g) MF (9) MS (g) Entrenos Folhas
Videira (V) 1,41 0,25 2,89 0,47 82,71 ab 83,89 a
Formiga + V 1,47 0,23 2,53 0,40 84,33 a 83,97 a
Pérola + Formiga + V 1,05 0,19 2,67 0,50 82,28 b 81,10 b
Pérola +V 1,60 0,26 2,75 0,44 83,95 ab 84,09 a
Sig. (0,05) ns ns ns ns * *

* Valores com letras diferentes na coluna difergmnificativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
NSDiferenca ndo significativo pelo teste de TukeyQ05).
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FIGURA 37. Gaiola de Gallotti aberta (sem ¢&-IGURA 38. Detalhe do tunelamento de

vidro) com tunelamento de formigas proximo ao cisto de
formigas pela interacéo, pérola, fixada em raiz de
juntamente, com pérola e videira, cultivada em gaiola
videira. Bento  Gongalves, de Gallotti. Bento Gongalves,
mar/2012. (Foto: Zart). mar/2012. (Foto: Zart).

No aspecto visual, apesar da expressiva infestdedpérola no tratamento
F+P+V (35,21 £ 6,33 cistos por planta) e durant@ @@s de ataque (dezembro/2010),
nao foram observadas nenhuma variacédo de formagnmueptacdo nas folhas destas
plantas, em comparacdo com as folhas de videiragot® (Figura 39). Portanto,
durante esse prazo e em condi¢des controladagedtaigo ndo foi possivel mimetizar
os sintomas identificados ao ataque da pérola mpagFigura 3).

Essa semelhanca visual das folhas € também congarova avaliagcdo de
nutrientes destes tecidos, na qual ndo foram obdasvdiferencas significativas em
nitrogénio, fésforo, potassio, calcio e magnésiweens valores médios dos grupos de
plantas atacadas e nao atacadas por pérola-da{teigara 40). Apesar desta
semelhanca, destaca-se que as plantas do trataMeRteF apresentaram pequenas
reducdes nos niveis de P, K, Ca e Mg, quando cadpatom as demais interacdes
(Figura 40). Contudo, dos elementos avaliados, stee calcio se manteve abaixo do
nivel recomendado para videira (CQFS-RS/SC, 2004).
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Com pérola Sem pérola

FIGURA 39. Comparacéo de folhas de ‘Paulsen 1103’ cultivadas@ndicbes controladas
(solo esterilizado), com (35,21 + 6,33 cistos planfa) e sem pérola-da-terra,
durante 10 meses. Bento Gongalves, nov/2010. (Batt).
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FIGURA 40. Percentual (%) de nitrogénio (N), fésforo (P), psta (K), calcio (Ca) e
magnésio (Mg) em folhas coletadas de ‘Paulsen 1d@l8vadas em gaiolas de
Gallotti, com quatro interacdes diferentes e emdigdies controladas com
infestacdo por 10 meses. As barras de erro refeeem-11, 20, 9 e 19
repeticdes, respectivamente aos tratamentos der&/id8; Videira e Formiga
(V+F); Videira e Pérola (V+P); Videira, Pérola erfiga (V+P+F). Bento
Goncgalves, out/ 2010.
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Para detalhar mais a interferéncia do ataque delgp&obre o aspecto
nutricional, comparou-se os dados individuais ddacautriente em plantas com
contrastes de infestacdo (n° de cistos) de pémlama. Nesta andlise foram
observadas correlacbes negativas, para nitrogérso-0,17), potassio (r = -0,23) e
magnésio (r = -0,27) (Figura 41, A, C, E). Contupara fésforo e calcio, observaram-
se correlacdes negativas com r = -0,66 e -0,4%ectisamente, indicando uma
restricdo destes nutrientes foliares com o aumaatiofestacao radicular de pérola-da-
terra (Figura 41, B e D). Apesar desta tendénciasmmo em condicdes de alta
infestacdo (plantas com mais de 50 pérolas) adaslanantiveram-se nos niveis de
nutrientes foliares suficientes para o metabolis@®RFS-RS/SC, 2004), o que
corrobora com a auséncia de qualquer sintoma deéiefia (Figura 34 e 39), quando

comparado com sintomas atribuidos ao ataque dtwinsecampo (Figura 3).
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FIGURA 41 Relagdes entre os percentuais de nitrogénio (&jpfo (B), potassio (C), calcio
(D) e magnésio (E) em folhas de ‘Paulsen 1103'réimero de cistos de pérola
observado em plantas cultivadas em gaiolas de tGalbom condi¢cdes
controladas, apos 10 meses de infestacdo. Bentgatves, nov/2010.
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Esses resultados nutricionais diferem dos dadosreddos por De Césaro
(2008), analisando folhas de videiras (cv. ‘Isghiafestadas e ndo infestadas por pérola
em condicbes de campo, cujo os niveis de potassifokaas sem sintomas de plantas
infestadas foram significativamente menores (0,5%%)que os niveis de plantas
controle ndo infestadas (0,76%). Mesmo que a euli@valiada (‘Paulsen 1103’) seja
um porta-enxerto, que nao dispde de registro depretacées nutricionais foliares, o
fato de ndo haver contrastes entre plantas comme ssenfestacdo por pérola ja
possibilita a interpretacdo de que o inseto emicoed controladas néo altera os niveis
nutricionais nas folhas de plantas atacadas, mesmaltos indices de infestacao.

Nas avaliagbes de aminoacidos e proteinas totais faBam observadas

diferencas significativas (p>0,05) entre as intéeacavaliadas (Figuras 42 e 43).
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FIGURA 42. Percentualde aminoacidos totais emFIGURA 43. Percentual de proteinas totais em

folhas de videiras da cultivar ‘Paulsen folhas de videiras da cultivar
1103’ nas interacBes: videira (V); ‘Paulsen 1103 nas interacdes:
videira x formiga (V+F); videira x videira (V); videira x formiga (V+F);
pérola (V+P) e videira x pérola x videira x pérola (V+P) e videira x
formiga (V+P+F), cultivadas em pérola x formiga (V+P+F),
gaiolas de Gallotti e casa de cultivadas em gaiolas de Gallotti e
vegetacdo, apds 300 dias de casa de vegetacao, apés 300 dias de
infestacdo de pérola. NS: nao infestacdo de pérola. NS: nao
significativo pelo teste de Tukey significativo pelo teste de Tukey
(p>0,05). Bento Gongalves, (p>0,05). Bento Gongcalves,
nov/2010. nov/2010.

Na andlise de reservas de amido em folhas, obseevajue a presenca de
pérola-da-terra proporcionou uma reducgdo signifiaap<0,05), principalmente nas
plantas da interacdo V+F+P (Figura 44). Na inteva¢&P também houve queda no
amido em folha, mostrando que a pérola, mesmo @&odaiveis de infestacdo (média

de 2 cistos por planta), pode reduzir o percerteakservas nas folhas.



66

0,35
0,3 1
0,25+

ab

o
N
|

0,15

Amido (%

o
[ —
|

0,05

Vv V+F V+P V+P+F
Interacdes
FIGURA 44. Percentual de amido emfolhas de videiras da cultivar ‘Paulsen 1103’ nas
interacdes: videira (V); videira e formiga (V+F)deira e pérola (V+P) e videira,
pérola e formiga (V+P+F), cultivadas em gaiolasGilotti apds 300 dias de
infestacdo de pérola com médias de 2 e 35,2 qitaosa para V+P e V+P+F,

respactivamente. Letras diferentes representanfiségrcia pelo teste de Tukey
(p<0,05). Bento Gongalves, nov/2010.

O efeito da presenca da pérola-da-terra sobre aempesal de amido fica mais
evidente quando se correlaciona esta variavel caminoero de cistos presentes nas

raizes, atingindo correlacéo negativa (r = -0,6®)eepercentual de amido e numero de
cistos na planta (Figura 45).
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FIGURA 45. Relacao entre o percentual de amiddadina e o nimero de cistos de pérola-da-

terra observado nas raizes de videiras ‘Paulsef’ Xlltivadas em gaiola de
Gallotti com 10 meses de infestacdo. Bento Gongahav/2010.
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Diantes destes resultados salienta-se que a sé@prdesamido nas folhas esta
mais relacionada com o aumento do dreno de carlpyopprcionado pela succao de
pérolas-da-terra ou pela maior respiracdo de magd@be dos tecidos radiculares
atacados pelo inseto. Em plantas de alftfadjcago sativa..) Pirroneet al, (2005)
observaram reducao de amido nas folhas de plarfesstadas, quando comparadas com
plantas ndo infestadas pela cigarrifitapoasca fabaéHarris), porém com 0s insetos
atacando diretamente as folhas do hospedeiro. Aoridncia do dreno também é
corroborada pela analise fotossintética, pois nacani observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, apesar daggdacom maior infestacao (V+P+F)
terem apresentado uma leve reducéo (Figura 46).

-+ -V+P+F ---®--- V+F —a—V+P

500 1000 1500 2000 2500
PAR (pumol de fotons.m-2.s-1)

Fotossintese (mol CO2.m-2.5-1
R O P N W b~ 01 OO N

FIGURA 46. Curvas de fotossintese (mol £67.s") com gradiente de radiacéo
(PAR) entre 0, 100, 200, 400, 800, 1000, 2000 eO2fénol de
fotons.nf.s' em plantas de ‘Paulsen 1103’ cultivadas em gaidéas
Gallotti nas interacdes videira e formiga (V+F)leira e pérola (V+P)
e videira, pérola e formiga (V+P+F), em casa deetagfio, apds 10
meses de infestacdo. As barras de erro padraspongem a 4 plantas.
Diferencas nédo significativas pelo teste de Tukpy0(05). Bento
Goncalves, nov/2010.

O amido transitorio nas folhas representa o eqialitbe carbono entre a sintese

(fotossintese) e a translocagcdo para os érgaodgr@x.: tecidos em crescimento,
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frutos, raizes) (Lambeet al, 2008). Portanto, se a atividade fotossintéticaiimilar e

h& reducdes de amido, certamente a forca de drgoe ésta sendo determinante para
esse resultado. Pirroret al, (2005) citam que o percentual de amido em folihes
alfafa atacadas por cigarrinhas tende a ser menoeperiodos de escuridao (quando
nao ha fotossintese). Considerando que os homegiasleta das folhas para as analise
de amido foram no periodo entre 10:00 e 11:30 hdwagia, quando ocorre a maxima
atividade fotossintética (Larcher, 2004), ndo sgepdescartar a hipétese de que podem
haver mais reducdes desse carboidrato nas folhasieas horarios do dia.

Esses resultados de amido e fotossintese saotakistios dados apresentados
por De Césaro (2008), o que comprova a hipotesqueenas condicbes de campo
podem estar ocorrendo interferéncias de outros@ig@s do solo sobre o metabolismo
foliar, as quais sdo eliminadas com a esterilizatigolo e isolamento dos efeitos da
pérola-da-terra.

Nas plantas deste experimento (mantidas infes@delsde janeiro de 2010) nao
foi observado qualquer sintoma caracteristico deifiacia ou daqueles atribuidos ao
atague da pérola-da-terra na videira, mesmo nasrte&as realizadas em outubro de

2011 com copas de videiras consideradas suscefi@aizernet Sauvignon’ e ‘Isabel’).

4.4 Avaliacdo do desenvolvimento, crescimento, agp@s bioquimicos e
morfo-fisiologicos de plantas de ‘Paulsen 1103 ditadas em
diferentes interacbes com pérola-da-terra, formigae o fungo
Cylindrocarpon destructans.

Na avaliacdo das brotacdes foi observado que apasia (10/08/11) todas as
plantas tiveram brotacdes de gemas, ndao ocorremdi® e plantas entre as datas de
infestacdes de fungos e pérolas (janeiro/2011patgomento das brotacdes (agosto-
setembro/2011). Porém, no percentual de brotagimwdada ao longo do tempo pode-
se observar um maior atraso na evolucdo da brotagfie as plantas com interagéo
pérola + formiga (V+P+F e V+P+F+C), em comparacas plantas sem a presenca

destes organismos (V e V+C) (Figura 47).
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FIGURA 47.Percentual de brotagdes em plantas de videaalsen 1103’ nas
interacdes: Videira (V); Videira, Pérola e Form{§aP+F); Videira,
Pérola, Formiga eCylindrocarpon (V+P+F+C) e Videira e
Cylindrocarpon(V+C), cultivadas em gaiolas de Gallotti, em cdsa
vegetacdo, apos 150 dias de infestacdo de pérmlacalacdo do
fungo. Bento Goncgalves, ago/2011.

Apesar deste contraste na evolugdo da brotacgoarametros de crescimento
avaliados nas plantas entre outubro e novembro/2@bl demonstraram diferencas

significativas (p>0,05) entre os tratamentos (Tald&l), considerando-se dez meses das

infestacdes (pérola, formigas e fungos).

TABELA 12. Numero médio (z erro padréo) do didmetro do ¢oim), nimero de brotos por
planta, niumero de gemas por broto, comprimentontierg (cm) e niumero de
feminelas por planta de videira ‘Paulsen1103’ matamentos Videira (V), V +
pérola + formiga (V+P+F), V+P+F+ fungGylindrocarpondestructans(C) e
V+C, cultivadas em gaiolas de Gallotti, em casaetgetacdo, apos 330 dias de
infestacao de pérola e inoculagéo do fungo. Beotuc@lves dez/2012.

Tratamentos Diametro N° Brotos N° Gemas Comprimento N° Feminela
Colo (mm}**  /planta® /broto™®  entrendcm)®s  /plantd N®
\Y, 5,20+0,13 3,75+£0,40 7,36 £0,70 4,49 + 0,48 ,730:0,32
V+P+F 5,20 +0,12 4,10 £ 0,40 7,23 £0,65 3,93420, 0,57 £0,27
V+P+F+C 5,26 £ 0,13 3,20+£0,31 8,33+0,64 4,6046 0,95+0,41
V+C 5,01 + 0,08 4,00 £ 0,37 6,91 £ 0,60 4,68 £ 0,54 0,59 +0,28

'Dados transformados eWix+0,5) para andlise de variandiaDiferenca no significativo pelo teste de
Tukey (p>0,05).

O géneroCylindrocarpontem como caracteristicas a sobrevivéncia em solos
com pouco oxigénio, colonizador pioneiro de raip@gens e rapido crescimento
micelial em seus hospedeiros, além de consegupeitar de nitrogénio de origem

organica e inorganica (Brayford, 1993). Como fanpoovada a existéncia de estruturas



70

de sobrevivéncia d€ylindrocarpondestructansno substrato coletado em agosto/2011
(Figura 48 e 49), nos tratamentos com inoculacdeP®F+C e V+C), pode-se
confirmar que o solo estd com o indculo, e a rgeda a ndo infestagdo pode decorrer
do alto teor de matéria organica encontrada no (sfmgénio para o patdégeno), como
também, altos niveis de nutrientes para as plassiferentes interagdes (Tabela 13).

Plantas em equilibrio nutricional possuem maiceréoicia a infestagdo por patdgenos,

ou mesmo, reduzindo a viruléncia do ataque/colgazgdVan Der Plank, 1963).

FIGURA 48. Vista geral das placas contendblGURA 49. Placa com crescimento de

meio de cultura (BDA) com o colénia de Cylindrocarpon
crescimento das colbnias de (circulada em vermelho), iden-
diferentes espécies de fungos tificada visualmente e posterior-
contidos no substrato. Bento mente comprovada por isola-
Gongalves, ago/2011 (Foto: mento. Bento Goncalves, ago/
Zart). 2011 (Foto: Zart).

TABELA 13. Analise do substrato utilizado para cultivo deewids em gaiola de Gallotti,
guanto ao pH (em J@); argila (%) e matéria organica (MO, em %); fosf@P),
potassio (K), enxofre (S), zinco (Zn), cobre ((agro (B) e manganés (Mn) em
mg/dn?; célcio (Ca) e magnésio (Mg) em cmolcfdnBento Gongalves,

ago/2011.
. Argila pH MO P K Ca Mg S Zn Cu B Mn
Interagéo
(%) (mg/dm)  (cmolc/dnd) (mg/dn)
\Y 18,33 6,53 >10 >100 273,67 16,53 7,33 14,67 16,00 19,33 1,77 3,33

V+P+F 22,67 6,50 9,93 >100 273,33 16,57 7,53 12,67 19,00 21,33 1,80 4,33
V+P+F+C 20,67 6,63 >10 >100 267,33 16,47 7,47 8,73 18,33 20,33 1,80 3,67
V+C 21,33 6,57 >10 >100 265,33 16,23 7,33 16,50 15,67 19,67 1,83 3,00

Na avaliacdo do potencial de agua nas folhas dastgsl ao longo do dia
05/01/2012 se evidenciou algumas diferencas pantrdre os tratamentos, em alguns
horarios, porém néo houve grandes contrastes riag@eodiaria do contetudo de agua
foliar (Figura 50). Além disso, no potencial de @#5:30h), quando as plantas atingem
o equilibrio hidrico em relacdo a disponibilidade &ua no solo (Van Zyl, 1987),
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percebe-se que folhas de todos os tratamentosaesta@s mesmas condi¢des hidricas
(em média -0,2 MPa). Nesse limite de potencialasebproximo a -0,2 MPa, a videira
nado se encontra em condicbes de déficit hidricofocme Ojedaet al, (2004),
comprovando que a frequéncia (1 vez ao dia) e wI(BA0 mL) de rega adotado néo
proporcionaram limitacdes hidricas para as videiraste experimento. As plantas
foram irrigadas no dia anterior, as 20:00, confodBecrito nos materiais e métodos
(sub item 3.1.3.3) e 0 conteudo de agua no soinasdeve estavel ao longo do dia em

que foi realizado a analise de potencial foliat@la 14).

TABELA 14 Periodos de observacdo da umidade (m3/m3) do atdostas gaiolas de
Gallotti (com sensor de barra, PR2, Delta-T Devicel®a) em diferentes
profundidades, umidade relativa do ar (%) e tenmpexa(C° com
termohigrografo de penas graficas (marca LAMBRECHiDdelo 252).
Bento Gongalves, jan/2012.

. UR (%) Temperatura m3/m3 H20 nas profundidades
Hora Avaliada
do ar do ar (C°) 5(cm) 15(cm)  25(cm)
07:50 75 15 0,090 0,061 0,064
11:45 45 26 0,090 0,058 0,063
17:30 42 29 0,073 0,060 0,071

As maiores tensdes foliares, ou potencial minin@rfoforam observadas as
16:00 do dia, quando a temperatura estava proxirB@°’@ e com baixa UR (40%).
Neste momento a interagcdo V+C alcancou -1,26MRgyide por V+P+F+C (-1,13
MPa), V+P+F (-1,10 MPa) e V (-1,09 MPa). ApoOs gsteiodo ocorreu a inflexdo da
curva, diminuindo a tensao observada nas folhasi(&i50). Esses valores foram muito
préximos entre os tratamentos e estdo acima do pennurcha permanente da videira
(-1,5 MPa, Ojedat al, 2004), o que corrobora com a informacéo de gsaseglantas
nao se apresentam em condi¢des de estresse hidrico.

Historicamente é atribuido que em anos secos existealta relagdo de morte
de plantas com déficit hidrico em areas infestaagpérola-da-terra, visto que insetos
como a pérola possuem preferéncia de habitar $aos drenados e arenosos (Foldi,
2005). Contudo, os resultados salientam que mesmaitelacdo de maior demanda
hidrica nos horarios mais questes do dia, podes®iper que as plantas infestadas por
pérola demonstraram potencial de agua muito préxiosobservados em plantas sem

pérola.
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FIGURA 50. Potencial de 4gua na folha ao longordadia (05/01/2012), avaliado
em plantas de ‘Paulsen 1103’ nas interacdes vid®fja videira,
pérola e formiga (P+F), videira, pérola, formigaCglindrocarpon
(C) e videira eCylindrocarpon cultivadas em gaiolas de Gallotti, em
casa de vegetacéo, apds 360 dias de infestac&rala p inoculacéo
do fungo. Bento Gongalves jan/2012.

No acompanhamento da evolucéo diaria de fotossintasliando-se com as
condicOes reais de luz do ambiente (cAmara dedbedo do IRGA), pode-se perceber
que os tratamentos ndo se diferenciam estatistid@mseguindo o mesmo perfil do
metabolismo foliar ao longo do dia. Salienta-senapeuma pequena restricdo de
atividade as 10:45h nos diferentes tratamentoseéag&o ao controle (somente videira)
(Figura 51). Contudo, essa restricao foi leve, semmanifestar nos demais horérios
mais quentes do dia e pode estar associada a nadotura estomatica nestes
tratamentos, a qual se justifica em horarios emaguygantas enfrentam maiores déficits
de pressao de vapor do ar (Lambedral, 2008). As oscilacdes fotossintéticas ocorridas
nos demais horarios do dia estdo relacionadas sermgre de nuvens, principalmente
apos 13:30.
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FIGURA 51. Médias de fotossintese (mol €@?.s") avaliadas ao
longo de um dia (05/01/12jn plantas de ‘Paulsen 1103’
cultivadas em gaiolas de Gallotti em condi¢des
controladas nas interac¢des videira (V), videiraplaée
formiga  (P+F), videira, pérola, formiga e
Cylindrocarpon (C) e videira e Cylindrocarpon
cultivadas em gaiolas de Gallotti e em casa detaege,
ap6s 360 dias de infestacdo de pérola e inoculdg&o
fungo. Bento Gongalves, jan/ 2012.

Apesar da similaridade no comportamento fotossautétiario, com a radiacédo
do ambiente, percebe-se que na analise potencidbtdesintese, com curvas de
radiacdo artificial, destas mesmas folhas existemtrastes significativos entre os
tratamentos (Figura 52). Observa-se uma ampla isupde nas plantas da interacao
V+P+F+C sobre as demais, a partir da taxa de 40®l pae fétons.nf.s?,
demonstrando saturacéo de luz entre 2000 e 2500 genftons.rif.s* (Figura 52).
Portanto, a presenca do fun@glindrocarponfavoreceu o potencial fotossintético em
altas radiagcbes, ou seja, favorceu o aparato fotétiso para assimilar a energia
luminosa em maiores intensidades. Esse efeit@fobém comprovado pelos dados de
clorofila, salientando que nas diferentes interagie videira, pérola, formiga e fungo
mostraram diferencas significativas (p<0,05) pardeores de clorofil@ em favor das
plantas que estavam em presenca do f@hdmdrocarpon(V+P+F+C e V+C) (Tabela
15).
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FIGURA 52.Curvas de fotossintese (mol £€@°.s) com gradiente de radiacio
(PAR) entre 0, 100, 200, 400, 800, 1000, 2000 €025ol de
fotons.nf.s' em plantas de ‘Paulsen 1103’ nas interagbes videira
(V), videira, pérola e formiga (P+F), videira, péioformiga e
Cylindrocarpon (C) e videira eCylindrocarpon cultivadas em
gaiolas de Gallotti e em casa de vegetacdo, apOsdi& de
infestacd@o de pérola e inoculagdo do fungo. Asabate erro padréo
correspondem a 3 plantas. *Diferencas significatipalo teste de
Tukey (p>0,05). Bento Gongalves, jan/2012.

A clorofila B participa do complexo de antena nos tilacéideasaliaroplastos,
atuando na captacdo de energia luminosa e seretardgnte responsiva as condi¢des
ambientais de luminosidade e assimilacdo de nmiogéLamberset al, 2008).
Portanto, o acumulo desta clorofila pode estars@stimulado pela colonizacéo deste
fungo nas raizes, assim como foi observado \égna unguiculatapor fungos
micorrizicos (Arumuganet al, 2010).

Este beneficio observado sobre o acumulo de clareffotossintese potencial,
entretanto, ndo se refletiu nos dados de amidarfdNa analise dos teores de amido,
realizado nas folhas e ramos coletados dia 06/0bdR plantas nas diferentes
interacbes, foram observados menores percentuaigaems e folhas das interacdes

com infestacdo d€ylindrocarpon (V+P+F+C e V+C), com diferengas significavas
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(p<0,05) (Figura 53). Essa diferenca se relaciomanddo inverso com os dados de
clorofila e fotossintese potencial, 0 que salienta esta redugdo de amido temporario
se deve ao aumento de drenos de carboidratos pémtéas. Normalmente, tecidos que
apresentam maior atividade de crescimento ou deuteragéo (ex.: reparo por danos

biéticos) tendem a demandar maior aporte de camdiorl(Taiz & Zeiger, 2004).

TABELA 15. Valor médio (+ erro padréo) da estimativa de clitaof, e total, pelo indice de
clorofila Falker (ICF), obtido através de leiturasm clorofildbmetro portatil
(clorofiLOG 1030) em folhas de ‘Paulsen 1103’ atdltias em gaiolas de Gallotti
em condi¢Bes controladas nas interacfes VideiraV)pérola - formiga (P+F),
V —P —F — Cylindrocarpon (C) e V — C, cultivadas essa de vegetacdo, apos
360 dias de infestacdo de pérola e inoculacdo dgofuBento Gongalves,

jan/2012.
~ ICF
Interacoes i B Total®
\% 14,14 + 0,41 3,25+0,10b 17,39 + 0,51
V+P+F 14,73 £ 0,35 3,43+£0,08b 18,15+ 0,41
V+P+F+C 15,35 +0,39 5,54+0,11 a 18,89 + 0,50
V+C 15,16 + 0,50 554+0,14 a 18,70 + 0,63

* Diferenca significativa pelo teste de Tukey (p3%), por letra diferentes na linH&. No significativo
pelo teste de Tukey (p>0,05).

Os resultados nesta avaliacdo de amido em folteanf@uperiores aos dados
observados em 2010 (sub item 4.4, Figura 48), ipahmente no comparativo dos
tratamentos de pérola e formiga. Além disso, asrelicas no percentual de amido
podem estar vinculadas ao manejo hidrico (com maootrole neste experimento),
devido a diferenca no niumero de plantas cultivgeasgaiola (aumentou para duas)
como também, a troca do telhado (que ocorreu enembro/2011), aumentando a
entrada de luz para o interior da casa-de-vegetacaosuplemento realizado com
solugéo nutritiva, realizada nos meses de setembtaubro de 2011.

Na avaliacdo dos teores nutricionais observados fiddisas coletadas
(06/01/2012) foram observadas diferencas signi¥iaat nos teores de ferro, que
apresentou acumulo deste metal, com maiores teo@s interagbes com
Cylindrocarpon (Tabela 16). No nutriente boro, plantas do tratgmecontrole (V)
apresentaram os menores teores (p<0,05) em fajhasdo comparados com as demais
interacdes. Entretanto, os valores observados iesgoenquadram nos limites normais
para videira, porém para ferro, o valor € consii@rexcessivo nas quatro interacdes
(CQFS-RS/SC, 2004).
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FIGURA 53. Percentual de amido em ramos (A) e folhas (B)ideinas da cultivar ‘Paulsen
1103’ nas interagdes: videira (V); videira, pérelgormiga (V+P+F); videira,
pérola, formiga eCylindrocarpon(V+P+F+C) e videira €ylindrocarpon(V+C),
cultivadas em gaiolas de Gallotti ap6s 360 diasirdastacdo de pérola e
inoculacdo do fungo. Letras diferentes represergagmificancia pelo teste de
Tukey (p<0,05). Bento Gongalves, jan/2012.

TABELA 16 Percentual (%) de nitrogénio, fésforo, potassidcica magnésio, enxofre, e
mg.Kg® de zinco, manganés, boro, ferro e cobre em fatbbetadas de videiras
‘Paulsen 1103’ cultivadas em gaiolas de Gallottcasa de vegetagdo, nas
interacBGes Videira (V); V — Pérola (P) — Formigg (W+P+F); V — P — F —
Cylindrocarpon (C) e V — C. Analise ap6s 180 diasimfestacdo de pérola e
inoculacéo do fungo. Bento Gongalves, jan/2012.

- Interacdes
Nutriente Y V+P+F V+P+F+C V+C

Nitrogénio (%) "~ 1,60 + 0,07 1,45 + 0,03 1,56 + 0,06 1,70 £0,10
Fosforo (%) N 0,61+0,03 0,50 + 0,06 0,55 + 0,05 0,56 + 0,01
Potassio (%) "° 1,15 + 0,05 1,14 +0,13 1,23 £ 0,04 1,10 £0,10
Célcio (%) NS 1,85 + 0,05 1,95+0,13 1,98 + 0,06 1,85 + 0,05
Magnésio (%) "° 0,39 +0,01 0,39 +0,03 0,39 0,01 0,37 £ 0,03
Enxofre (%)  "° 0,17 £ 0,01 0,15+0,01 0,15+0,01 0,19 £ 0,04
Zinco (mg.Kg") “° 2450+050  26,75+1,70 25,17 £ 0,98 27,00 1,00
Manganés (mg.Kg"® 150,50+8,50  145,50+15,88  145,33+7,39 152,50 6,20
Boro (mg.Kgh)* 28,50+0,92b  37,00+1,90 a 38,80+1,62 a 41,89+0,93 a

Ferro (mg.Kg)* 257,5¢11,5b  233,7¢38,4b 364,8455,1 a 351,0+68,0 a

Cobre (mg.Kg) “° 11,50+0,50 9,50+0,65 10,00+0,68 9,50+0,50

* Diferenca significativa pelo teste de Tukey (pB8%), por letra diferentes na linh& N&o significativo
pelo teste de Tukey (p>0,05).

Na avaliacdo das brotacGes ap0s a segunda podd /XY praticamente todas

as plantas apresentaram brotacdes de gemas, c@giexde uma planta de cada das
interacbes V e V+P+F+C (Figura 54).
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FIGURA 54. Percentual de brotacGes em plantas de videaalsen 1103’ nas
interacdes: videira (V); videira, pérola e form{yaP+F); videira,
pérola, formiga e Cylindrocarpon (V+P+F+C) e videira e
Cylindrocarpon(V+C), cultivadas em gaiolas de Gallotti, ap6s 360
dias de infestacdo de pérola e inoculacdo do furlidgmto
Gongalves, jan/2012.

O comportamento foi similar entre os tratamentosém, para nimero total de
brotacbes foi observado maior nimero de brotacGesinteracdo V+P+F em
comparacao com as interagcdes V e V+P+F+C, estamuteracdo V+C numa posicao

intermediaria (Figura 55).
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FIGURA 55.Numero total de brotacbes em plantas de videizalden 1103’
nas interacdes: videira (V); videira, pérola e figan(V+P+F);
videira, pérola, formiga €ylindrocarpon(V+P+F+C) e videira e
Cylindrocarpon (V+C), cultivadas em gaiolas de Gallotti, apos
360 dias de infestacdo de pérola e inoculacdo dgofuBento
Gongcalves, jan/2012.

Quando observado o crescimento de folhas (emiss#n)relacdo ao tempo
avaliado foi observado similaridade entre os trataes, com excec¢ao do tratamento V
que apresentou significativamente um numero menor, que representa
consequentemente, um menor numero de gemas nos rdaso plantas avaliadas
(Figura 56).

A diferenca observada no vigor das brotacdes eioresto de ramos (niumero
de folhas/gemas) foi observada nos parametroseseiorento, avaliados em 28/03/12
nas plantas das diferentes interacfes. Plantasimtemacdes com pérola e formiga
(V+P+F e V+P+F+C) apresentaram maior crescimentali@metro e comprimento de
entrends, massas (fresca e seca) de entrendsas ®lmaior area foliar (Tabela 17),
quando comparadas com as interacdes sem péraimigdqV e V+C).
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FIGURA 56. Relacdo do desenvolvimento de folhas ao longo dog® avaliado
(18/01 — 15/03/2012), em plantas de videira ‘Paul$203’ nas
interacdes: videira (V); videira, pérola e formiya-P+F); videira,
pérola, formiga e Cylindrocarpon (V+P+F+C) e videira e
Cylindrocarpon(V+C), cultivadas em gaiolas de Gallotti ap6s 380
dias de infestacdo de pérola e inoculagdo do fuAgadbarras de
erro padrdo correspondem a 20 plantas. *Diferesigasficativas
pelo teste de Tukey (p<0,05). Bento Gongalves,204a#.

TABELA 17. Médias do didametro (mm) e comprimento (cm) de edsemassas (g) fresca
(MF) e seca (MS) de entrends e folhas, percenteagla de folhas e area
foliar (cm2) observado em plantas de ‘Paulsen 11€8tivadas por 380 dias
em gaiolas de Galotti com solo esterilizado nasragdes Videira (V); Videira,
Pérola e Formiga (V+P+F); Videira, Pérola, FormigaCylindrocarpon
(V+P+F+C) e Videira €ylindrocarpon(V+C). Bento Gongalves, mar/2012.

. Média/entrend Média/folha
InteracOes — y
Diametro Compr. MF MS Area MF MS %H20
\% 2,71 b* 546¢ 0,28c 0,15b 39,50c 0,59¢ 0,18b 68,82a
V+P+F 298a 6,22ab 042a 0,23a 49,27b 0,67ab 0,25a 63,05b
V+P+F+C 3,22a 64la 049a 0,25a 59,49a 0,74a 0,26a 64,56b
V+C 295a 577bc 035b 0,19b 43,23c 0,64bc  0,21b 67,31a

*Diferentes letras nas colunas representam diferesignificativa pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Insetos sugadores apresentam comportamento deizagida do hospedeiro,
estando sua interacdo muito mais relacionada astesisticas de patdgenos (bactérias
e fungos) do que propriamente a insetos mastigad@raiz & Ziegler, 2004). Na
analise da expressdo génica realizada com plaotaiastadas pelo numero de pérolas
observadas nas raizes, a hipotese esperada segisze deouvesse maior amplificagdo
dos genes analisados das plantas, relacionandoro® eiimero crescente de cistos de
pérolas nas raizes, principalmente devido ao cstetreer plantas da interacdo sem
pérola (V) e os genes avaliados serem amplamenidag®s par¥itis (Jeandett al,
2002). Entretanto, plantas com as menores expesadlificadas, para Estilbeno
Sintase e PR-2, foram as do grupo com maior nugeperola nas raizes (Figura 57, A
e C). Para Chalcona Sintase, os valores amplifcddexpressao génica dos grupos de
plantas avaliados (V e V+P+F) foram muito proximesm excessdo do grupo
V+P+F+C que amplificou menos da metade dos demaigog (Figura 57, B). Os
resultados observados aqui mostram que plantasddeas atacadas por pérola (em
diferentes graus de infestacdo) ndo apresentanessgw destes genes pelo ataque da

pérola-da-terra.
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FIGURA 57.Amplificacdo dos genes das enzimas Estilbeno Sr{fase Chalcona Sintase (B)
e da proteina PR-2 (C) em folhas de videira ‘Pauls®)3’, cultivadas em gaiolas
de Gallotti nas interacdes videira (V), videirarghé e formiga (V+P+F) e videira,
pérola, formiga €ylyndrocarponV+P+F+C), cultivadas casa de vegetacao, ap0s
380 dias de infestacdo de pérola e inoculacdo dgofuvalores entre paréntese
significam média de pérolas nas raizes das plaBémdo Gongalves, mar/ 2012.
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4.5 Relagdo da infestacdo de pérola-da-terra com grau de metil
esterificacdo em diferentes espécies de videira
Na analise comparada entre os cortes do ensaimBobm o0 ensaio teste, em
todas as cultivares, foi possivel observar a ef@&de marcacao nas paredes celulares
dos tecidos de raiz. A evidéncia da presenca depss pécticos no parénquima
cortical das secbes marcadas pelo JIM7 e FITC Xdeag&o verde) nao foi observada

nas secdes-controle, ou seja, quando omitido oaxpt primario JIM7 (Figura 58).

FIGURA58.Cortes transversais de raizes de videira ‘Paul&éB’ (Vitis berlandierix Vitis
rupestrig. Microscopia Optica de fluorescéncia sem a prgsette anticorpo
primario JIM7 (A). Microscopia Optica de fluorescénapresentando emissao de
verde pelo fluorocromo (FITC) ligado ao anticorfpidd (B). Porto Alegre, 2012.

A comparacdo entre as imagens obtidas pelo procdesanarcacao por
imunofluorescéncia nas paredes das células moslistingdo entre as diferentes
cultivares. Uma maior marcagéo foi observada notegala cultivar ‘Paulsen 1103’
(Figura 59, A), quando comparado com as cultiv&s48-15’ (Figura 59, B) e ‘Isabel’
(Figura 59, C), as quais apresentaram uma marce¢@onediaria, e ‘Magnélia’
(Figura 59, D) que apresentou uma marcacao térurgarfo, com essa analise foi
possivel obter uma distingéo clara entre os geositiprincipalmente entre as cultivares
'Paulsen 1103’, suscetivel a pérola-da-terra, egiMddia’, tolerante a pérola-da-terra
(Botton & Colleta, 2010).
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C

FIGURA 59. Cortes transversais de raizes de videiras davands ‘Paulsen 1103’ (A);
‘5648-15" (B); ‘Isabel’ (C) e ‘Magndlia’ (D). Microsopia de fluorescéncia
apresentando emisséo de verde pelo fluorocromddiga anticorpo JIM7.

7

Escala em barras de 504m. A coloracdo vermelha é referente a
autofluorescéncia de amido. Porto Alegre, maio/2012

A marcacao € observada principalmente nas pareeséulas do parénquima
cortical, embora na cultivar ‘Paulsen 1103’ as adasanais internas da parede primaria
estdo fortemente marcadas (Figura 59, A). Nasvawn#s ‘548-15’ e ‘Isabel’ (Figura 59,
B e C) a marcacdo € mais homogénea, embora asepgracecam mais delgadas do
que na cultivar ‘Paulsen 1103’. Em ‘Magnolia’ (Figul, D) a marcagcdo é menos
intensa e ausente na regido de adesao do que massdaultivares. A baixa reacéo
observada nas paredes das células em raizes dedNéagespécieV. rotundifolig €
provavelmente explicada pela baixa concentracdpeitinas metil-esterificadas nas
paredes celulares deste tecido, comparando-se maisdeultivares que mostraram
maior marcagcdo com o anticorpo especifico para deametil-esterificacdo superior a
80%. De acordo com Raiokt al, (2011), quanto menor o grau de metilesterificacao

maior € o grau de sucetibilidade ao ataque de @fidaptoronases. Contudo, esta
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mesma restricdo de metilesterificacdo aumenta v dearesisténcia fisica das paredes
celulares, devido a maior interacdo idnica comiggM/illats et al, 2001). Com isso,
pode-se supor que a tolerancia da ‘Magnolia’ a lpéesta mais relacionada com a
resisténcia fisica a penetracdo dos estiletes Hudmmique a restricdo bioquimica da
degradagcdo enzimética das pectinas na parede. Alésp, se 0 maior grau de
metilesterificagdo observado no ‘Paulsen 1103’ f@olimitante para o ataque de
pérola-da-terra, esta cochonilha pode romper fistcde a barreira bioquimica
(metilacdo de pectinas) nas raizes que este gerajigsenta contra o ataque de fungos
de solo. Portanto, em presenca de pérola-da-tefRawlsen 1103’ pode se tornar
susceptivel a outros patégenos do solo.

Na avaliagdo do numero de cistos observados nessrdéstas mesmas cultivares
nao foi observada diferenca entre as cultivaresvrallses medios de cistos observados
foram de 1,25 cistos em ‘Isabel’ e ‘Magndélia’; 1,&i8tos para ‘548-15" e 1,5 cistos
para ‘Paulsen 1103,

Mesmo sem haver diferencas, esta técnica mostrqueseissora na distingao
entre cultivares com diferentes graus de metilféisEcdo nas raizes, visto
principalmente que pode se apresentar como umanfenta no processo de escolha
dos cruzamentos mais promissores para execucdssids a campo para a selecao de
porta-enxertos resistentes/tolerantes ao ataquautles patdogenos. Isto € importante,
apesar dos resultados dos ensaios isolados nasulameenhum efeito negativo deste
inseto sobre a videira, pois ndo pode-se descartapdtese de que a pérola-da-terra
possa atuar como um coadjuvante no processo dedtfae outros patdgenos do solo.
Esta afirmativa é corroborada pelo fato da péraktedra ndo fazer distingcdo de ataque
em tecidos que demostram variabilidade de mecasislagesiténcia de parede celular
(metilesterificacdo), podendo entdo tornar sucetimefungos de solo porta-enxertos

considerados resistentes.



5 CONCLUSOES

- O ataque de pérola-da-terra em plantas matrieedPdulsen 1103’ \(itis
berlandieri x Vitis rupestri3 reduz a massa, o diametro e o comprimento dasasst
produzidas, quando comparadas com estacas desptaittanfestadas, porém nao altera
o percentual de amido, de brotagéo e do enraizanuast estacas na formagao de uma
nova planta;

- As cultivares ‘Cabernet SauvignoWi(is vinifera), ‘Isabel’ (Vitis labruscg, o
hibrido ‘548-15’ Yitis labruscax Vitis rotundifolig) e ‘Paulsen 1103\{itis berlandieri
x Vitis rupestri3 enxertadas sobre ‘Paulsen 1103’ cultivados @ anos em canteiros
com pérola-da-terra (infestacdo média de 4,25 <igtor planta) ndo manifestam
sintomas foliares, reducao nos teores de clorafila e total), diferengas nas taxas de
fotossintese e nem nos teores de amido em ramaldias f quando comparados com
plantas cultivadas em canteiros sem pérola-da:-terra

- Plantas de videira da cultivar ‘Paulsen 1108iti§ berlandieri x Vitis
rupestrig cultivadas com substrato esterilizado e em galel&allotti ndo apresentam
sintomas foliares, deficiéncia e reducdo de nimagéfosforo, potassio, calcio e
magnésio em folha quando infestadas por pérolama-te formiga L(inepithema
micang, quando comparadas com plantas nao infestadas;

- Plantas de videiras na interacdo de pérola-da-tefformiga, em condi¢cfes
controladas, apresentaram menor crescimento de srafnmassa, diametro e
comprimento) e menor teor de amido em folhas, quamnparadas com plantas néo
atacadas;

- Raizes de videiras ‘Paulsen 1103 cultivadas emteiros infestadas por
pérola-da-terra apresentam maior atividade de ewiperoxidases (GPx), quando
comparadas com plantas nao infestadas;

- Plantas de videira infestadas com o furi@gindrocarpon destructansas
interacdes pérola e formiga apresentaram maiorecdragdo nos teores de clorofila e

maior taxa de fotossintese do que as plantas desiieteracoes;
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- Plantas de videira ‘Paulsen 1103’ cultivadas emdg6es controladas de
substrato e gaiola de Gallotti, nas interacbes cpémola, formiga e fungo
Cylindrocarpon destructansndo apresentam diferencas na expressao dos genes
Chalcona Sintase, Estilbeno Sintase e da proteR&, Rjuando comparados com
plantas sem infestacéo;

- N&o houve diferenca no numero de cistos de pél@f®rra observados nas
raizes das videiras ‘MagndéliaVitis rotundifolig), ‘548-15" (Vitis rotundifolia x Vitis
labruscg, ‘Isabel’ (Vitis labrusca e ‘Paulsen 1103\{itis berlandierix Vitis rupestri3,
cultivadas em condicdo controladas de substratiestacdo de pérola-da-terra e
formigas e em gaiolas de Gallotti;

- O teste imunocitoquimico com anticorpo monoclodi7, marcado com
fluorocromo FITC, foi eficiente na distincdo deealdntes graus de metil esterificacao
nas paredes celulares entre as cultivares ‘Magnoban a menor marcacgao, ‘Isabel’ e

‘548-15’ com marcacao intermediaria, e ‘Paulsen31&bm marcagédo mais acentuada.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Antes de expor o detalhamento dos resultadospsalé® que 0s ensaios nos trés
ambientes foram essenciais e complementares garacterizacdo da complexidade da
interacdo entre pérola-da-terra e videira. As agéks realizadas em vinhedo comercial
contribuiram para expor diretrizes distintas dbadfiao inicial, pois tanto a colonizagéo
da planta pelo inseto como a manifestacdo dosnsagdoram direcionadas por fatores
pouco elucidados até entdo, portanto, sem o0 centretessario para isolar fatores.
Neste cenario de area comercial, com diversidadglatéas concorrentes, solos com
altos teores de matéria organica e com abundamedaate bioldgica, existem
condi¢cbes para mascarar os efeitos da interacdad#&éala pérola com a videira.
Contudo, mesmo com esta complexida, foi possivglearainformacdes que até o
momento estavam obscuras e serviram como refesépara 0s ensaios em condicdes
mais controladas, como nos canteiros e nas galel&alloti.

Com a estratégia de se cultivar plantas em castaeparados, com e sem a
infestacdo da pérola, possibilitou uma maior objgdide, com o aumento da garantia e
possibilidade de avaliacdo de plantas realmentdaseala infestacdo da pérola, como
também, possibilitar um ambiente propicio paralantbacdo dos insetos em uma vasta
gama de cultivares/espécies de videiras. Tecnidaremossibilidade de se cultivar
diferentes materiais e em grandes quantidades ewiicd@s de campo tende a ser
onerosa e com pouca garantia de controle paraeatagfio. Contudo, apesar destas
vantagens, 0s canteiros ndo garantiram o isolantetatioda interacao pérola-da-terra X
videira, podendo ainda expor intera¢cdes conjuntas @utros organismos do solo (ex.:
fungos).

O isolamento completo dos efeitos da pérola-datenbre a videira sé foi
possivel com os ensaios em gaiolas de Gallottine wlo esterilizado. Cabe salientar
que apesar das gaiolas terem sido desenvolvida®csda de 70 (Gallotti, 1976), os

ensaios com pérola-da-terra ndo tinham a garaetiafdstacdo, pois ndo se conhecia a
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interdependéncia que esse inseto apresenta comrragyds (em especial a espécie
Linepithema micarnse muitas tentativas de infestagdo manual e daetainfas nas
raizes foram frustadas. O conhecimento destadeipfiteracdo formiga X pérola X
videira ocorreu concomitantemente a este trabaldede (Nondilloet al, 2012a;
Nondillo et al, 2012b) e foi a condicdo necesséria para garaltéis infestacbes em
ambientes controlados. A partir deste trabalh@nfomontados os ensaios em gaiolas
de Gallotti, considerando em conjunto a presendard@gasL. micanse possibilidade
da identificacdo dos reais sintomas que a pérclama pode ocasionar na videira.

Contudo este trabalho procurou elucidar os sintorekionados ao ataque da
pérola-da-terra em plantas de videira. Na avaligighplantas de videiras infestadas por
pérola-da-terra em vinhedo comercial foi imposse&iudar os efeitos do ataque do
inseto de forma isolada, devido & interacdo obsleream outros organismos que estao
mascarando o diagndéstico da mortalidade de plataampo. Em ambiente com maior
controle de infestacdo de pérola, formiga, sanid#mte plantas e substrato, pode-se
concluir que a pérola-da-terra néo restringe aesaEncia de videiras pela succéo de
seiva, mesmo em altas infestacdes. Foi observatigcde no percentual de amido em
folhas, o que remete a um desvio de carboidratodugidos pela planta durante a
fotossintese. Porém, ndo houve perdas significatimas teores de proteina,
aminoacidos, pigmentos de clorofila, taxa de fdtdese ou no aumento das atividades
de defesa da planta frente ao ataque do inset@viagdua capacidade de se alimentar
em qualquer espécie de videira, comorotundifolia que é considerada imune aos
principais patdgenos de solo, pode restringir divaulde videiras em ambientes com
pérola, se provada sua participacdo na abertusagodiros patégenos (fungos de solo).

Estudos sobre a colonizacdo de doencas, principgni@ngicas, e questdes
sobre a influéncia da pérola-da-terra nesta ind@ralgvera contribuir para um maior
entendimento dos problemas de mortalidade de plavitaervados a campo. Como
neste trabalho foi verificada a possibilidade destedar a composi¢cdo de parede das
raizes de porta-enxertos de diferentes espéciegllmoramento destes materiais pode
ser facilitado pela analise apresentada, servimo ema ferramenta que possibilita
reduzir o tempo de estudo de novos porta-enxertos.

Grande parte deste trabalho foi possivel deviderdendimento de como ocorre a
infestacdo da pérola na videira, principalmenta pehtribuicdo da formiga que auxilia
na sua colonizacdo frente as plantas. Porém, oasjmsctos vinculados a bioecologia

da pérola-da-terra na videira necessitam seremdads, como a existéncia de
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sobreposicdo de ciclos no campo, possibilidade @sulpcdes co-existirem numa
mesma é&rea, taxa de viabilidade/reproducdo da iespéccampo e a interagcdo com

outros fatores abidticos e bidticos de maneiragamigta como sinergista para o inseto.
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