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RESUMO

Phaeomoniella chlamydospora é considerado o fungo mais agressivo do complexo
de patdgenos, responsaveis por causar a doenca de Petri em videira. Esse trabalho
teve como objetivo caracterizar patologicamente, morfoculturalmente e
molecularmente, uma populacdo com 57 isolados de P. chlamydospora, oriundos de
videiras de sete estados brasileiros. Todos os isolados foram molecularmente
identificados como pertencentes a espécie P. chlamydospora, atravées da
amplificacdo da regido ITS e de partes do gene da beta tubulina (B Tubulin). Essa
espécie ja foi descrita ocorrendo nos estados de Sao Paulo, Pernambuco e Rio
Grande do Sul. O presente estudo relata pela primeira vez a ocorréncia deste fungo
em videiras nos estados do Parana, Santa Catarina, Minas Gerais e Mato Grosso.
Posterior aos estudos moleculares, realizaram-se 0s seguintes ensaios:
caracterizagdo cultural dos isolados em meio de cultura BDA (batata dextrose agar)
e MEA (extrato de malte); caracterizacdo morfologica de conidios, conidioforos e
clamidésporos em meio de cultura MEA e SNA (sintético nutriente &agar);
crescimento dos isolados em temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35°C por 42
dias em meio BDA; e teste de patogenicidade em videiras ‘Niagara Rosada’
(incidéncia e agressividade). A andlise de cultura identificou quatro caracteristicas de
colénia. Dessas, a mais comumente observada dentre os estados foi com o centro
verde olivaceo com reentrancas, e as bordas brancas de aspecto cremoso. A
caracterizagcdo morfolégica mostrou diferenca significativa no crescimento das
estruturas, quando crescidas em meio de cultura diferente, apontando maior
desenvolvimento em meio de cultura MEA, quando avaliados os conidios e
clamidésporos; e com maior crescimento no meio SNA, gquando comparados 0s
conidiéforos. A faixa de temperatura ideal para o desenvolvimento do patégeno esta
entre 20 a 25°C, enquanto que a temperatura de 5°C mostrou crescimento
totalmente nulo. Ao expor os isolados mantidos em 5°C a temperatura de 25°C por
42 dias, estes apresentaram crescimento mais significativo comparado aos crescidos
direto a temperatura de 25°C (efeito fungistatico). Todos os isolados foram
patogénicos para a videira ‘Nidagara Rosada’. Os isolados apresentaram
reisolamento e agressividade diferentes. Agrupando os isolados por estado,
observou-se diferenca apenas no reisolamento, destacando-se os isolados de
Pernambuco. Apesar de diferencas culturais e morfolégicas entre isolados, conclui-
se que a populacdo brasileira de P. chlamydospora apresenta baixa variabilidade
genética. As suas caracteristicas morfoculturais encontram-se dentro de padrdes ja
descritos no mundo.

Palavras-chave: Doencas de tronco. Parreiras. Variabilidade. Controle.






ABSTRACT

Phaeomoniella chlamydospora is considered the most aggressive of the pathogen
complex responsible for causing a Petri disease in vines. The goal of this work was
to illustrate, morphologically and molecularly, a population with 57 isolates of
Phaeomoniella from vines of seven Brazilian states. All the isolates were identified as
belonging to the P. chlamydosphora species through the amplification of its area and
parts of beta tubulina gene (B Tubulin). This series has already been carried out in
the states of Sdo Paulo, Pernambuco and Rio Grande do Sul. This was first reported
in Parana, Santa Catarina, Minas Gerais and Mato Grosso. Later studies in the
behavior of PDA (potato dextrose agar) and MEA (malt extract); morphological
characterization of conidia, conidiophores and chlamydospores in the MEA and SNA
culture medium (synthetic nutrient agar); growth of the substrates at temperatures of
5, 10, 15, 20, 25, 30 and 35 ° C for 42 days in PDA medium; and pathogenicity test
on Niagara Rosada vines (incidence and aggressiveness). A culture analysis
identified 4 colony characteristics. Among these, the most commonly included in the
states was with the green olive center with reentrances, and as white edges of
creamy aspect. The morphological featuring was different in growth of structures
when grown in medium culture, while the greater development in MEA medium
culture when the conidia and chlamydospores were evaluated; and with higher
growth in medium SNA when compared to the conidiophores. The ideal temperature
range for the development of the pathogen is between 20 to 25°C, while the
temperature of 5°C. By exposing the isolates kept from 5 ° C to 25 ° C for 42 days,
they presented a more significant growth compared to those grown directly at 25 ° C
(fungistatic effect). All the isolates were pathogenic to the 'Niagara Rosada’ vine. The
isolates showed different reisolation and aggressiveness. Putting the isolates
together by state, a difference was noticed only in the reisolation, standing out the
isolates of Pernambuco. Despite the cultural and morfological difference between the
isolates, the conclusion is a Brazilian population of P. chlamydospora presents low
genetic variability. Its morpho-cultural characteristics are within the standards already
described in the world.

Keywords: Trunk diseases. Grapevine. Variability. Control.
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1 INTRODUCAO

Em 2017, o Brasil produziu 1.592.242 toneladas de uva (IBGE, 2019),
destacando-se o Estado do Rio Grande do Sul por ser o responsavel por 50% da
producéo nacional.

Segundo Gasques (2018), a uva esta inclusa nas frutas com maior aumento
de producdo nas projecfes para 2028, podendo chegar a 29,2% de crescimento.
Desta forma, a uva esta entre os maiores focos para exportacdo. Porém, as
ocorréncias de doengas nas vinhas podem comprometer a produgéo, chegando a
causar grandes perdas ou ocasionando até mesmo a morte de videiras (MAIA e
CAMARGO, 2012; GIOVANNINI, 2014).

Dentre as doencas que ocorrem nas vinhas, encontra-se a doenca de Petri.
Essa doenca é causada pela combinacgéo de vérios fungos, sendo o mais importante
o fungo Phaeomoniella chlamydospora (MUGNAI et al., 1999; HALLEN et al., 2007,
SCHECK et al., 1998). O sintoma mais comum da doenca de Petri inclui o
crescimento vegetativo reduzido, manifestando-se através de desfoliacdo repentina,
declinio lento, clorose e necroses das folhas, murcha, queda de produtividade e
reducgéo de longevidade da cultura (PINTO, 2010).

O agente P. chlamydospora foi recentemente encontrado em videiras no
Brasil, somente nos estados de Pernambuco, Rio Grande do Sul e S&o Paulo
(CORREIA et al., 2013; ALMANCA, 2013 e FERREIRA et al., 2017). Assim, um
levantamento se faz necessario da ocorréncia deste patdgeno em videiras cultivadas
nos estados produtores para saber o nivel de sua ocorréncia no pais.

Sabendo-se da importancia da videira na economia do pais, da manutencao
de empregos na cultura, do impacto potencial da doenca de Petri na cultura, faz-se
necessario conhecer a populacdo do principal agente causal da doenca, o fungo P.
chlamydospora. Dessa forma, novos estudos poderdo focar, tanto no controle do
fungo, quanto no desenvolvimento de materiais de videira resistentes ao patdgeno.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar morfoculturalmente e

molecularmente isolados brasileiros da populagédo de P. chlamydospora de videira.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Vitivinicultura

A origem paleontolégica da videira Vitis spp. ocorreu na Groenlandia, ha
cerca de 300 mil anos, durante a Era Cenozoica, no Periodo Terciario. A videira,
entdo, se dispersou em duas dire¢cbes: ameérico-asiatica e euro-asiatica
(GIOVANNINI, 2014).

A videira pertence ao grupo Cormdfitas, divisdo Spermatophyta, Classe
Dicotyledoneae, ordem Rhamnales e familia Vitacea. Hoje em dia, abrange cerca de
600 espécies (GIOVANNINI, 2014).

Dentre as varias espécies de videira, as que apresentam uma grande
importancia econdmica na agricultura s&o Vitis labrusca e Vitis vinifera, tanto no
consumo “in natura”, quanto na producéo de vinhos. A primeira espécie tem origem
Americana e apresenta caracteristicas mais rusticas quanto a suscetibilidade as
doencas, e a segunda € de origem Europeia, sendo responsavel por mais de 90%
dos vinhos que sao fabricados no mundo (GIOVANNINI, 1999).

A Itélia € o maior produtor mundial de uva, seguido da Franca e Espanha
(COSTA, 2018). O Brasil ocupa, atualmente, o décimo segundo lugar no ranking
mundial, apresentando uma producdo de 1.592.242 toneladas de uva, com area
plantada de 75.774 ha em 2018 (FAO, 2019; IBGE, 2019) (QUADRO 1).

A maior parte da producdo de uva no Pais concentra-se no estado do Rio
Grande do Sul. No ano de 2018, a producao foi de 822.689 toneladas em uma éarea
plantada de 47.383 ha, representando 50% da producdo nacional. Além disso,
Pernambuco apresentou uma producdo de 423.382 t em uma area de 8.976 ha,
seguido por S&o Paulo com 133.261 t e 7.348 ha (TABELAS 1 e 2 e FIGURA 1)
(IBGE, 2019).



TABELA 1 -Producdo de uvas
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no Brasil de 2016 a Junho de 2019, em

toneladas.

Estado/Ano 2016 2017 2018 2019
Rondbnia 201 69 187 219
Piaui 240 240 51 192
Ceara 788 708 422 418
Paraiba 2.636 2.620 2.600 2.600
Pernambuco 242.967 390.300 423.382 421.202
Bahia 77.322 51.090 75.378 74.142
Minas Gerais 11.224 13.070 15.763 16.208
Espirito Santo 2.509 3.608 3.090 3.178
Rio de Janeiro 258 287 170 219
Sao Paulo 140.593 133.118 128.327 147.478
Parana 52.198 56.295 54.000 48.000
Santa Catarina 33.245 65.800 61.256 59.858
Rio Grande do Sul 413.735 956.915 822.689 641.405
Mato Grosso do Sul 97 981 72 54
Mato Grosso 1.351 1.247 1.297 1.350
Goias 3.729 1.974 2.121 1.775
Distrito Federal 1.386 1.700 1.425 1.235
Brasil 984.451 1.680.020 1.592.242 1.419.545

Fonte: IBGE (2019)

TABELA 2 - Area plantada de uva no Brasil de 2016 a Junho de 2019, em

hectares.

Estado/Ano 2016 2017 2018 2019
Rondbnia 27 10 25 30
Paiui 10 10 8 8
Ceara 38 37 23 18
Paraiba 132 132 130 130
Pernambuco 7.143 9.054 8.976 8.272
Bahia 2.877 2.229 2.154 2.069
Minas Gerais 911 907 1.212 1.122
Espirito Santo 183 246 250 199
Rio de Janeiro 16 16 22 22
Sao Paulo 7.741 7.431 7.233 8.034
Parana 4,613 4.170 3.600 4.000
Santa Catarina 4,613 4170 4.257 4.257
Rio Grande do Sul 50.044 48.830 47.383 47.179
Mato Grosso do Sul 9 56 8 5
Mato Grosso 56 50 53 55
Goias 148 82 89 68
Distrito Federal 63 68 57 57
Brasil 78.830 78.028 75.481 75.526

Fonte: IBGE (2019)
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FIGURA 1 - Mapa do Brasil indicando estados produtores de uva, de acordo

com a quantidade produzida de 2017.

Produgdo de Uva por municipio Brasileiro
(em toneladas)

Produgao - 2017 (t)
- |

1 464.000

Argentina

Fonte: IBGE (https://sidra.ibge.gov.br/ em dezembro de 2018).

A producdo de uva no estado de Sao Paulo é basicamente destinada ao
consumo “in natura”, principalmente com o plantio da uva ‘Niagara Rosada’. A
producdo esta concentrada nas regides sudeste e leste do estado, abrangendo as
cidades de Vinhedo, Jundiai, Louveira, Porto Feliz, Indaiatuba, Sorocaba, S&o
Miguel Arcanjo, e Jales. (BUENO et al., 2010).

A videira ‘Niagara’ surgiu nos Estados Unidos, do cruzamento de Concord
(Vitis labrusca L.) polinizada com Cassady (Vitis labrusca x Vitis vinifera) em 1868
por C. L. Hoag e B. W. Clark, sendo entdo 75% Vitis labrusca e 25% Vitis vinifera. A
cultivar ‘Niagara Branca’ foi introduzida no Brasil em 1894 por Benedito Marengo no
Estado de Sao Paulo. E em 1933, surgiu a ‘Niagara Rosada’, proveniente da

variedade ‘Niagara Branca’, na regido de Louveira, Sao Paulo (MAIA, 2015).
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O cultivo de ‘Niagara Rosada’ em areas tropicais permite que haja uma safra
(novembro até fevereiro) e uma safrinha (julho até setembro), tornando-a uma boa
oportunidade de negocio (MAIA e KUNH, 2001).

Segundo Correia et al. (2013), na regidao nordeste do pais tém se detectado
em parreirais de videira e em viveiro, plantas com declinio. Nessas plantas, as
espécies detectadas foram Botryosphaeria mamane, Campylocarpon fasciculare, C.
pseudofasciculare, Lasiodiplodia crassipora, L. parva, L. pseudotheobromae, L.
theobromae, Neofusicoccum parvum, Phaeoacremonium (Pm) minimum (= P.

aleophilum), Pm. parasiticum e Phaeomoniella chlamydospora.

2.2 Doenca de Petri

A doenca de Petri é considerada grave, complexa e de dificil controle em
videiras no mundo (SCHECK et al., 1998). Foi descoberta por Petri (1912),
citado por Cavalcanti, Bueno e Almanca (2013), que relatou na Sicilia, Italia, no
século XX, os primeiros sintomas dessa doenca em videiras apresentando estrias
castanhas no lenho.

Além dos sintomas relatados por Petri (1912), outros foram descritos, como
desfoliagéo repentina, cloroses e necroses das folhas e murcha (declinio). A doenga
acomete principalmente vinhas jovens e causa grandes prejuizos (BERTELLI et al.,
1998; SCHECK et al.,, 1998; FERREIRA et al.,, 1999; MUGNAI et al., 1999;
MORTON, 2000; PASCOE e COTTRAL, 2000).

Os sintomas da doenca de Petri também podem ser observados
internamente através de cortes transversais ou longitudinais nos troncos e rebentos.
Nestes cortes, observam-se pontuacdes negras (transversal) e estrias castanhas ou
pretas nos tecidos do xilema (longitudinal) (FIGURA 2). Além disso, pode-se

observar seiva negra saindo dos vasos colonizados (PINTO, 2010).
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FIGURA 2 - Detalhe de estrias escuras no vaso (seta amarela) a partir do ponto

de inoculacéo (seta vermelha) em direcao ao sistema radicular.

FONTE: Ferreira, A. B. M. (2016)

Petri (1912) isolou dois fungos do género Cephalosporium e um do género
Acremonium de videiras doentes. Posteriormente, com base na descricdo de Petri
(1912), estes fungos foram referidos como Phaeoacremonium (Pm.)
chlamydosporum e Pm. aleophilum, respectivamente (MUGNAI et al., 1999).
Atualmente, o primeiro fungo foi reclassificado como Phaeomoniella chlamydospora
por CROUS e GAMS (2000).

A doenca de Petri tem como agente causal uma combinacdo de varios
fungos, sendo os mais importantes Phaeomoniella chlamydospora e varias espécies
do género Phaeoacremonium (SCHECK et al., 1998).

Dezesseis espécies de Phaeoacremonium ja foram relatadas colonizando
videiras, sendo P. minimum (= P. aleophilum) a mais comumente encontrada.
Entretanto, o patdégeno P. chlamydospora tem sido o mais frequentemente
associado aos sintomas tipicos da doenca de Petri (MUGNAI et al., 1999; GRAMAJE
et al., 2015).

Os hifomicetos®: Acremonium cf. charticola, A. cf.ochraceum, Cadophora

luteo-olivacea, Phialemonium cf. curvatum, Pleurostomophora richardsiae,

! Classificagcdo de fungos imperfeitos.
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Phaeoacremonium krajdenii, P. subulatum, P. venezuelense, P. viticola, P.
aleophilum e P. chlamydospora; foram recentemente isolados de tecido vascular,
sintomatico ou n&o, de plantas com doenca de Petri na Africa do Sul. Mudas, tanto
em condicbes de casa de vegetacdo, quanto em campo, foram inoculadas com
esses hifomicetos para comprovar a patogenicidade. Dentre eles, o fungo mais
agressivo e frequentemente isolado foi P. chlamydospora. No entanto, em
comparacao com o controle negativo, todos os fungos recentemente isolados, foram
capazes de infectar, colonizar e produzir lesGes diferentes em videira (HALLEEN et
al., 2007).

Os agentes causais da doenca de Petri citados por Mugnai et al. (1999) e
por Halleen et al. (2007) fazem jus a citacdo de Scheck et al. (1998), de que a
doenca de Petri € complexa. No entanto, tanto Mugnai et al. (1999), quanto Halleen
et al. (2007), citam a importancia do agente causal P. chlamydospora na doenca de
Petri, pois 0 mesmo é o mais frequentemente associado aos sintomas tipicos da
doenca pelo fato de ser o mais agressivo e 0 mais frequentemente isolado das

plantas doentes.

2.3 Controle da Doencga de Petri

Nao ha registros precisos dos niveis de danos econdmico causados pelos
fitopatdgenos causadores da doenca de Petri no Brasil, mas algumas pesquisas
efetuadas nos ultimos anos alertam para o crescimento dessa doenca em areas de
producéo vinicola, principalmente no Rio Grande do Sul (CAVALCANTI et al., 2013).

Até o presente momento, ndo ha medidas curativas eficazes para controlar a
doenca depois de instalada no vinhedo. O que se tem € uma recomendacao geral
para conviver com essa doenca de dificil controle, abordando vérias formas de

controle.
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Uma dessas medidas € o controle fisico que, segundo abordado por Pinto
(2010), é realizado através da desinfeccdo das ferramentas utilizadas no manuseio
da videira, principalmente durante a poda, a fim de evitar que uma planta saudavel

seja contaminada por meio da ferramenta utilizada na planta doente.

Outra medida que pode ser utilizada € o controle biolégico que, segundo
relato de Di Marco (2007), aumenta a tolerancia de vinhas a P. chlamydospora
guando tratada com T. harzianum nas raizes. O controle quimico contra as doencas
Esca e Petri estava reduzido até uns anos atras, ao uso do arsenito de sddio, muito
eficaz na reducéo da incidéncia e severidade destas doencas. Porém, os mesmos

podem ser nocivos a saude humana (PINTO, 2010).

Segundo Camargo e Bergamin Filho (1995), o emprego da resisténcia
genética no controle de doencas vegetais representa um dos mais significativos
avancos tecnologicos da agricultura. O uso de cultivares resistentes é o método de
controle preferido pelos agricultores, por ser mais barato e de facil utilizacao.

Com relacao a potenciais fontes de resisténcia a doenca de Petri, Gramaje e
Armengol (2011) advertem que 0s principais porta-enxertos e copas de videira séo
suscetiveis aos fungos causadores da doenca. No entanto, nos trabalhos
envolvendo inoculagéo artificial dos patdogenos da doenca de Petri, detectaram-se
contrastes entre tais suscetibilidades dos principais porta-enxertos e copas de
videira, com destaque para as menores suscetibilidades do gendétipo 161-49
Couderc e cruzamentos entres V. riparia X V. berlandieri (GRAMAJE et al., 2010).

O patégeno P. chlamydospora é relatado como um dos mais importantes na
doenca de Petri (MUGNAI et al., 1999; HALLEEN et al., 2007). Assim, € importante
saber o grau de variabilidade e heterogeneidade da populacéo, principalmente no

uso e desenvolvimento de materiais de videira resistentes a esse agente causal.

2.4 Caracterizacdo de Phaeomoniella chlamydospora

O fungo P. chlamydospora pertence a divisdo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, ordem Diaporthales e familia Togniniaceae (CROUS e GAMS,
2000). Até o momento, foi referida apenas a forma imperfeita do fungo, sendo
comum o relato de populagcdo com alta homogeneidade (MOSTERT et al., 2006;
COBOS e MARTIN, 2008; TELLO et al., 2010; SOFIA et al., 2015).
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O micélio de P. chlamydospora (FIGURA 3) é formado por hifas septadas e
ramificadas, mantendo-se isoladas ou em grupo, tuberculadas, com verrugas,
paredes castanhas, tendendo a se tornar mais clara em direcdo a regiao
conidiogénica. Os clamidésporos podem ser abundantes ou escassos, de globosos
a subglobosos, geralmente isolados, podendo ser visto em cadeia de até 5, com
coloragéo de olivacea a castanha-esverdeada, lisos e tuberculados. Os conidiéforos
sao eretos, simples, cilindricos, possuindo uma célula apical alongada, paredes
espessas na base possuindo até 3 septos. As fidlides (células conidiogénicas) séo
isoladas, terminais e monofialidicas, lisas, de forma alongada e ampuliforme a
lageniforme ou subcilindrica. Os conidios apresentam-se agregados com forma
globosa e mucilaginosa nos apices das células conidiogénicas, sub-hilainos,
oblongos a elipsoidais, ovoides e direitos (CROUS e GAMS, 2000; PINTO, 2010).

FIGURA 3 — Caracteristicas fenotipicas do fungo Phaeomoniella

chlamydospora.

£ : )
TSN T A e <O :

A — Colbnia de Phaeomoniella chlamydospora desenvolvida em meio de cultura BDA (20 dias); B —

Conidios em aumento de 400 x; C — Clamiddsporos em aumento de 400 x e D- Conidi6éforo em

aumento de 400 x.

FONTE: Ferreira, A. B. M. (2016)
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Crous e Gams (2000) foram os pioneiros no mundo na reclassificacao e
nominacdo do fungo P. chlamydospora. Posteriormente, diversos outros estudos
foram feitos em diferentes locais como: Portugal (SOFIA et al., 2015), Nova Zelandia
(POTTINGER et al., 2002; SMETHAM et al., 2010), Espanha (COBOS e MARTIN,
2008; TELLO et al., 2010), Africa do Sul (MOSTERT et al., 2006) e Franca (BORIE
et al., 2002; SMETHAM et al., 2010).

No Brasil, até 0 momento, ndo ha estudos realizados no sentido de levantar
em quais localidades viticolas do pais ha ocorréncia da doenca de Petri, se ha
incidéncia de P. chlamydospora nas plantas doentes e como é a populacdo deste

fungo.
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3 MATERIAL E METODOS

Os ensaios moleculares foram realizados no laboratorio de Bioquimica,
situado no Instituto Biologico, em S&o Paulo, SP. Os demais nos Laboratorios de
Fitopatologia e de Controle Biologico de Pragas, ambos situados no Instituto

Biolégico, em Campinas - SP.

3.1 Obtencao, purificacdo e preservacéao dos isolados do fungo Phaeomoniella

sp.

Baseado nas informacdes do IBGE (2018) sobre locais de plantio de videira
no Brasil (FIGURA 1), produtores e agronomos foram contactados a respeito de
locais com videiras apresentando sintomas de declinio com o intuito de coletar e
enviar plantas ou partes destas (raizes + caule da regido do colo) para ser efetuado
diagndstico da doenca.

Das plantas obtidas ou coletadas, foi possivel isolar o patdgeno de alguns
estados, de acordo com o Quadro 3. Além disto, de alguns estados, como no caso
do Rio Grande do Sul e Pernambuco, isolados do patdégeno foram cedidos de
colecao micoldgica (QUADRO 1).
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QUADRO 1 - Procedéncia dos isolados de Phaeomoniella sp. por estado, no
Brasil, a partir de materiais de videira enviados por produtores e de colegdes

micoldgicas.

Phaeomoniella sp.
Plantas
Estados produtores

coletadas Coleco
Isolado

micoldgica

Rio Grande do Sul
Santa Catarina
Parana
Espirito Santo
Séo Paulo
Rio de Janeiro
Minas Gerais
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso

Goias
Piaui
Ceara *
Paraiba *
Pernambuco !
Bahia *
Rondonia *

* Houve contato com profissionais, mas ndo houve prosseguimento por parte da pessoa para
obtencdo de videiras junto aos produtores ou estacdo de pesquisa e posterior envio deste
material para o Laboratorio de Fitopatologia do Instituto Bioldgico, para isolamento do
fitopatégeno.

- Ocorréncia

[ ]Sem ocorréncia

O isolamento do patdégeno foi realizado retirando-se primeiramente o0s
tecidos da regido do colo (porta-enxerto) da videira com sintomas de estrias escuras.
Esses tecidos foram cortados em fragmentos menores e levados para camara de
fluxo laminar, onde foram desinfestados superficialmente, durante 30 segundos em
solucdo de &lcool a 70%; 1 minuto em solugdo de hipoclorito de sddio a 1,5%;
lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada e secagem dos fragmentos em
papel de filtro autoclavado. Em seguida, os fragmentos foram cortados em

fragmentos ainda menores, que foram misturados ao acaso e transferidos quatro
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deles para uma placa de Petri contendo o meio de cultura BDA + oxitetraciclina
(FIGURA 4).

FIGURA 4 - Processo de isolamento do patégeno Phaeomoniella sp.

A: Fragmentos de tecidos da regido do colo de porta-enxerto de videiras contendo listas negras
tipicas do sintoma de doenca de Petri; B: Processo de desinfestacdo superficial e C: Placa de Petri
contendo BDA e fragmentos de videira desinfestados e transferidas ao meio de cultura BDA.

As placas acima preparadas permaneceram em estufa tipo BOD, a 25°C, sem
fotoperiodo até o aparecimento de colbnias tipicas de Phaeomoniella sp. Todas as
colonias obtidas foram repicadas para uma placa nova, contendo meio de cultura
BDA. Depois de purificada, a col6nia foi preservada pelo método de Castellani, que
consiste em armazenar por¢des do fungo, procedentes do meio de cultura, em um

frasco esterilizado e lacrado, contendo agua destilada autoclavada.

3.2 Cultivo Monosporico de Phaeomoniella sp.

Apébs a preservacgdo, as colbnias dos isolados do patégeno foram reativadas
com o intuito de obter uma colénia monospadrica para posterior realizacdo de ensaios
de caracterizagao.

Nas colbnias reativadas, foram aplicados 20 mL de &gua destilada
autoclavada, raspadas com auxilio de uma lamina de vidro autoclavada e o
contelido obtido foi filtrado em dupla camada de gaze estéril. A suspenséao filtrada foi
diluida em &gua destilada autoclavada, na proporcéo de 1: 9 e de diluicdes até 107,
uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para a superficie de uma placa contendo o
meio agar-agua. Em seguida, e com auxilio de uma alca de Drigalky flambada, a
suspensao foi espalhada por toda superficie do meio. Todas as placas foram

mantidas inclinadas em BOD, na temperatura de 25°C sem fotoperiodo.
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Ao observar o crescimento de pequenas colonias individualizadas (3 dias de
incubacdo), uma dessas foi transferida com auxilio de uma agulha fitopatologica
para uma placa de Petri contendo o meio de cultura BDA. Apés o crescimento dessa
colénia pura, oriunda de um uUnico esporo, a mesma foi hovamente preservada no
método de Castellani, para posteriormente ser utilizada para os demais ensaios de

caracterizagao.

3.3 Identificacdo Molecular de Phaeomoniella sp.

Extraiu-se o DNA de todos os isolados do fungo provenientes de colbnia
monosporica através do método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987).

Em seguida, foi realizado o PCR (reacdo em cadeia polimerase). Para isso, 1
bML do DNA foi centrifugado com: 13,75 uL de &gua miliQ autoclavada; 4 uL de
solugéo tampéo (5x Gotaq Buffer); 0,4 uL de DNTPs; 0,05 pL de Taq; e 0,4 pL dos
oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5 — TCCGTAGGTGAACCTGCGG — 3) e ITS4
(5" = TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3) (WHITE et al., 1990).

ApoGs obtengdo da amplificagdo da regido ITS, novo PCR foi realizado para
amplificagdo do gene da beta tubulina (B Tubulin), utilizando os primers TUB2FD
(GTBCACCTYCARACCGGYCARTG) e TUB4RD
(CCRGAYTGRCCRAARACRAAGTTGTC) (AVESKAMP et al., 2009).

Utilizando o termociclador PTC100 (MJ Research), a reacdo de PCR foi feita
de acordo com a seguinte programacao: desnaturacio inicial a 94°C/2 min, 40 ciclos
de 94°C/10 s — 54°C/30 s — 72°C/40 s e extensdo final a 72°C/4 min. Posteriormente,
os produtos de PCR foram purificados através da precipitacdo com polietilenoglicol,
como descrito no protocolo de Schmitz e Riesner (2006).

O sequenciamento dos isolados foi feito pelo método de terminacdo de
cadeia, utilizando-se o sequenciador automético ABI3500 (Applied Biosystems), com
aplicacao do reagente BigDye 3,1 (Applied Biosystems).

As arvores filogenéticas foram construidas com as sequéncias obtidas e com
sequéncias de espécies do patdégeno extraidas do banco de dados do GENBANK-
NCBI. O programa utilizado foi o Mega 6.0.
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3.4 Caracterizacgao cultural de Phaeomoniella sp.

Colbnias monosporicas de todos os isolados foram reativadas e cultivadas em
dois meios: extrato de malte (MEA) e batata dextrose agar (BDA), como utilizado nos
trabalhos de Crous e Gams (2000) e Dam et al. (2010). De cada meio para cada
isolado foram feitas trés repeticdes. Todas as placas foram mantidas em BOD a
25°C sem fotoperiodo.

A avaliacao das coldnias ocorreu com 14 e 28 dias de incubacéo, observando
as caracteristicas da cor e aspectos das colbnias, com auxilio de uma escala de
notas desenvolvida no presente estudo, com base na escala de Sofia et al. (2015)
(QUADRO 2).

QUADRO 2 - Escala de notas quanto a definicdo das caracteristicas culturais
da colénia do patégeno Phaeomoniella sp., cultivado em meio de cultura

batata dextrose agar.

Categoria Superior Inferior

1 Colbnia verde olivaceo de .. L
Colbnia verde olivaceo,
aspecto feltroso, com
mostrando as reentrancas no
reentrancas no centro, .
centro e margem branca estreita
semelhante a rachaduras. . o
] ) na extremidade da colbnia.
Margem branca lisa estreita na
extremidade da col6nia.
2

Margem branca larga na|Margem branca larga na
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extremidade da coldnia,
demonstrando aspecto Umido e
cremoso. Do centro até a
margem branca, a col6nia é de
cor verde olivaceo e de aspecto
feltroso com reentrancas no
centro, semelhantes a
rachaduras.

extremidade da colbnia. Do
centro até a margem branca, a
colonia é de cor verde olivaceo
e ainda exibindo as reentrancas
no centro como rachaduras.

Margem branca bem larga na
extremidade da col6énia,
demonstrando aspecto Umido e
cremoso. Do centro até a
margem, a colénia € de cor
amarela e iniciando o verde
olivaceo. Além disto, ha as
reentrancas no centro, com
aspecto de rachaduras.

Colbnia branca, com centro
amarelo e iniciando o verde
olivaceo e ainda exibindo as
reentrancas no centro, com
aspecto de rachaduras.

Colbnia totalmente branca, com
aspecto Umido e cremoso,
exibindo as reentrancas com
aspecto de rachaduras, por toda
a colénia (extremidade e
centro).

Colénia  totalmente  branca
amarelada, exibindo as
reentrancas com aspecto de
rachadura por toda a colbnia
(extremidade e centro).

Escala de notas desenvolvida para avaliagdo das caracteristicas culturais de Phaeomoniella sp.,
baseada na escala de Sofia et al. (2015).
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3.5 Caracterizacdo morfolégica de Phaeomoniella sp.

Colbnias monosporicas de todos os isolados foram reativadas e postas para
crescer nos meios de cultura: extrato de malte (MEA) e sintético nutriente agar
(SNA). De cada meio para cada isolado foram feitas trés repeticbes. Todas as
placas foram mantidas em BOD a 25°C sem fotoperiodo por 14 dias.

Apoés o crescimento das colbnias dos isolados, foram preparadas laminas
permanentes de cada isolado contendo conidios, conidiéforo e clamiddsporos. As
mesmas foram visualizadas em microscopio 6tico, com auxilio de 6leo de imerséao,
para sua caracterizagao.

Groenewald et al. (2001) e Dam et al. (2010) caracterizaram alguns isolados
de Phaeoacremonium, espécies de Phaeomoniella e outros, utilizando a técnica de
preparacdo de laminas com estruturas dos fungos em &cido latico, ou agua, seguido
de visualizagdo em microscoépio 6tico.

Quanto ao uso de meio de cultura para caracterizacdo de Phaeomoniella, os
meios MEA e SNA sao citados na literatura para esse tipo de estudo (CROUS e
GAMS, 2000; DAM et al., 2010).

As estruturas nas laminas foram visualizadas em microscopio 6tico (Laika dm
2500), medindo-se a largura e o comprimento das estruturas. Para cada isolado e
meio de cultura foram medidos 30 conidios, 10 clamidésporos e 10 conidiéforos.

Além das dimensdes das estruturas, as suas formas foram visualizadas e
anotadas e depois comparadas com as formas da espécie P. chlamydospora

descritas por Crous e Gams (2000).

3,6 Crescimento dos isolados de Phaeomoniella sp. em diferentes

temperaturas

O crescimento dos isolados de Phaeomoniella sp. foi avaliado nas
temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35°C.

Inéculo de cada isolado do fungo foi desenvolvido em meio de cultura BDA,
durante 14 dias, sob temperatura de 25°C. Dessa col6nia foi retirado um disco de
micélio de 0,5 cm de diametro de cada isolado de Phaeomoniella sp. e transferido

para o centro de placas de Petri contendo o meio BDA.
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Para cada temperatura foram feitas trés repeticbes. Cada repeticdo foi
representada por uma placa contendo meio BDA + um disco de BDA contendo o
isolado de Phaeomoniella sp. e mantidas em estufa BOD sem fotoperiodo.

A avaliacdo do diametro da colbnia dos isolados foi realizada apds 42 dias,
periodo em que a colbnia paralisa seu crescimento.

As placas da temperatura de 5°C foram re-incubadas na temperatura de
25°C, pois as mesmas nao apresentaram crescimento. Desta forma, objetivou-se
verificar se havia efeito fungicida a 5°C (nenhum crescimento a 5°C e a 25 °C) ou
efeito fungistatico (paralizagdo de crescimento a 5°C, com crescimento a 25°C).
Avaliou-se o didmetro da colénia semanalmente, até completar seis semanas.

O experimento foi conduzido duas vezes integralmente.

3.7 Teste de Patogenicidade de Phaeomoniella sp.

Foram realizados testes de patogenicidade e agressividade dos isolados de
Phaeomoniella sp. em videira.

Trés mudas sadias da videira ‘Niagara Rosada’ enxertada no porta-enxerto
IAC 766, foram inoculadas com cada isolado. A producao do in6culo foi feita em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA, mantidas em BOD na temperatura de
25°C, por duas semanas.

Para a inoculacéo, foi feito um ferimento no colo da planta a 3,5 cm acima do
solo, depositando-se sobre o ferimento, um disco de 0,5 mm de didametro de meio de
cultura (BDA), contendo as estruturas micélio + conidios de cada isolado sob uma
gaze estéril umedecida com agua destilada autoclavada. A gaze estéril umida
contendo o fungo foi vedada com parafilme (FIGURA 5). O tratamento testemunha
consistiu em um disco de BDA sem estar colonizado pelo isolado do fungo. A
metodologia foi a mesma descrita por Ferreira et al. (2017).
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FIGURA 5 - Inoculagéo de Phaeomoniella sp. em videira ‘Niagara Rosada’.

| B

A - Ferimento no colo da planta feito com auxilio de um furador metélico estéril de 5 mm; B -
Ferimento do colo da videira 3,5 cm acima do solo; C — Disco de micélio de isolado de Phaeomoniella
sp. posto sobre uma gaze estéril umedecida com &gua destilada esterilizada; D e E — Disco de
micélio inserido no ferimento da muda, fechado com gaze umedecida e selada com parafilme.

Foto: BRAMBATTI, F. (2018)

Todas as mudas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo por trés
meses, sendo regadas a cada dois dias. ApOs esse periodo, avaliou-se a
patogenicidade do isolado na muda através de isolamento indireto de tecido vegetal
em meio de cultura, no total de 48 fragmentos por isolado.

Quanto a agressividade do isolado, foi avaliado por meio da severidade da
doenca, com auxilio de uma escala de notas. Para avaliacdo da severidade da
doenca, um corte no caule na altura do colo de cada muda foi realizado, proximo do
local que foi efetuado a inoculacdo do patégeno. O corte transversal foi avaliado de
acordo com o grau de descoloracdo do xilema (entupimento), utilizando-se a escala
de notas proposta por Gramaje et al. (2010) (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - Escala de notas variando de 0 até 4, utilizada para avaliar a
severidade da doenca de Petri em cada muda de videira ‘Niagara Rosada’
inoculada com os isolados de Phaeomoniella sp.

Fonte: GRAMAJE et al., 2010

A incidéncia de cada isolado nas mudas da videira ‘Niagara Rosada’ foi
avaliada, por meio de isolamento indireto de tecidos sintomaticos, removidos do
xilema da regido do colo das plantas. O isolamento foi idéntico ao do item 3.2
(Obtencéo, purificacéo e preservacéo dos isolados do fungo Phaeomoniella sp.).

Para cada planta de cada tratamento foram utilizadas 8 repeticbes (placas de
Petri com o0 meio BDA contendo 4 fragmentos de tecidos inoculados), totalizando 48
fragmentos por isolado (tratamento) + testemunha. As placas foram mantidas em
estufa tipo BOD a 25°C sem fotoperiodo por até 21 dias. A avaliacdo consistiu em
verificar o crescimento ou ndo de colbnias tipicas de Phaeomoniella no meio de
cultura.

O experimento foi conduzido duas vezes integralmente.

3.8 Avaliacéao estatistica dos dados

Os dados do teste de patogenicidade (incidéncia) foram analisados pelo teste
de associagdo de Goodman, envolvendo contrastes entre populagdes multinominais
(positivas — crescimento do fungo, e negativas — auséncia de crescimento do fungo)
(GOODMAN, 1964). Na Tabela deste estudo, foram exibidas somente as
populacdes positivas.

Os dados do teste de patogenicidade (agressividade), e os dados da
caracterizacao cultural, foram analisados através de pontuacgdes totais das notas de
cada escala, de cada estudo, por isolado individualmente ou agrupado por estado.

Para as comparacdes das pontuacdes, consideraram-se os limites de 95% de
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confianga, para a proporgao (porcentagem de O a 100%) obtida pelo isolado ou
estado (NORMAN E STREINER, 1994).
Os demais resultados foram avaliados através do teste de Tukey,

considerando-se o nivel de 5% de probabilidade.



38

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolados de Phaeomoniella sp. obtidos

De acordo com o isolamento realizado nos materiais de videira obtidos e
doacbes de isolados de cole¢cbes micologicas, chegou-se a 57 isolados,
representando sete estados brasileiros e abrangendo as regifes Nordeste, Sudeste
e Sul (QUADRO 3).

QUADRO 3 - Informacgbes de todos os isolados de Phaeomoniella sp. obtidos

de diferentes estados do Brasil.

Dados dos Isolados de Phaeomoniella sp.

Identificagéo
Instituto
Biologico

Identificagéo
Original

Cultivar

Porta Enxerto

Idade

Procedéncia

IBVDMGO1 TD 538/2015 Merlot Paulsen 1103 (# ‘332) Caldas
IBVDMTO1 gi‘?sg:ég IAC 572 6 anos Nova Mutum
IBVDPRO1 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO2 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO3 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO4 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO5 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO6 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO7 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO8 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPRO9 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPR10 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira
IBVDPR11 Bordd Paulsen 1103 5 anos Palmeira

IBVDPEO3 CMM-4337 Isabel 20 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPEO4 CMM-4342 Isabel 20 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPEO5 CMM-4343 Isabel 20 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPEO6 CMM-4344 Isabel 20 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPEO7 CMM-4345 Isabel 20 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPEO8 CMM-4347 Isabel 15 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPEO9 CMM-4348 Isabel 15 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPE10 CMM-4349 Isabel 20 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPE11 CMM-4351 Isabel 18 anos Sé&o Vicente Férrer




IBVDPE13 CMM-4356 Isabel 18 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPE15 CMM-4361 Isabel 18 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPE16 CMM-4362 Isabel 18 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPE17 CMM-4364 Isabel 18 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPE18 CMM-4366 Isabel 18 anos Sé&o Vicente Férrer
IBVDPE19 CMM-4369 Isabel 18 anos Sé&o Vicente Férrer

Rosada

IBVDRS01 TD 745/2016 Bordd Paulsen 1103 2 anos Vacaria
IBVDRS02 TD 744/2016 Bordd Paulsen 1103 2 anos Vacaria
IBVDRS03 TD 749/2016 Bordd Paulsen 1103 2 anos Vacaria
IBVDRS04 TD 958/2016 Chardonnay Paulsen 1103 2 anos Tuiuty
IBVDRS05 TD 1024/2016 Chardonnay Paulsen 1103 2 anos Tuiuty
IBVDRSO07 TD 731/2016 Chardonnay Paulsen 1103 2 anos Tuiuty
IBVDRS08 TD 742/2016 Chardonnay Paulsen 1103 2 anos Tuiuty
IBVDRS09 TD 755/2016 Chardonnay Paulsen 1103 2 anos Tuiuty
IBVDRS10 TD 748/2016 Chardonnay Paulsen 1103 2 anos Tuiuty
IBVDRS13 TD 340/2015 Cabemet Paulsen 1103 | 12 anos Pinto Bandeira-RS
Sauvignon

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSCO01 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagi

Niagara EEV - Estagdo Experimental de
IBVDSC02 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagi
IBVDSCO3 Niagara Paulsen 1103 1ano |EEV -Estagéo Experimental de

Rosada Videira/Epagri

Niagara EEV - Estagdo Experimental de
IBVDSCO04 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagri

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSCO05 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagi

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSCO06 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagi

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSCO07 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagi

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSCO08 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagri

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSCO09 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagri

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSC10 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagri

Niagara EEV - Estacdo Experimental de
IBVDSC11 Rosada Paulsen 1103 1 ano Videira/Epagi
IBVDSC12 Niagara Paulsen 1103 EEV - Estacdo Experimental de

Videira/Epagri

Rosada

Niagara S ” .
IBVDSPO1 Rosada Riparia do Traviu 3 anos Jundiai

Niagara .
IBVDSP02 Rosada IAC 766 2 anos Jundiai
IBVDSPO03 Bordo IAC 766 (Centro 1 ano Jundiai

Paula Souza)

Niagara .
IBVDSPO05 Rosada IAC 766 3 anos Jarind

Niagara . . ]
IBVDSP06 Rosada Riparia Gloire 3 anos Porto Feliz

Niagara . .
IBVDSPO7 Rosada Gloria 2 anos Elias Fausto
IBVDSP 08 Niagara IAC 766 Louveira
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4.2 Identificacdo Molecular de Phaeomoniella sp.

De acordo com as arvores filogenéticas construidas com sequéncias da
regido ITS (FIGURA 7A) e partes do gene da Beta Tubulina (FIGURA 7B), todos os
isolados de Phaeomoniella obtidos pertencem a espécie P. chlamydospora.

Groenewald et al. (2001) e Ferreira et al. (2017) também construiram arvores
filogenéticas utilizando sequéncias da regido ITS e do gene da Beta Tubulina, em
seus estudos, para identificar diferentes espécies dos fungos Phaeoacremonium e

Phaeomoniella.

FIGURA 7 - Arvore filogenética demonstrando a relagéo entre as sequéncias
dos isolados brasileiros de Phaeomoniella de videira com sequéncias de
varias espécies de Phaeomoniella e também de diferentes espécies de
Phaeoacremonium, obtidas do GenBank-NCBI. As arvores foram construidas
com base nas seguintes sequéncias: A —regido ITS-5.8S e B — Partes do gene
da Beta Tubulina. O isolado Pleurostoma richardsiae (= Pleurostomophora
richardsiae) foi utilizado como outgroup. O numero de acesso das sequéncias

dos isolados no GenBank-NCBI encontra-se entre paréntese.
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911 Togninia minima isolate Pal1 (EU851104)
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@

Isolado IBVDPEQ7 (MK903735)
I— Isolado IBVDSPOS (MK903782
Isolado IBVDPEO6S (MKS03734
Isolado IBVDPEOS (MK903733
Isolado IBVDPEO4 (MK903732)
Isolado IBVDPEO3 (MK903731)
Isolado IBVDPR11 (MK903757)
Isolado IBVDPR10 (MK903756
Isolado IBVDPROS (MK903755)
Isolado IBVDPRO7 (MK903753)
Isolado IBVDPRO6 (MKS03752
Isolado IBVDPROS (MK903751)
Isolado IBVDPR04 (MK903750
Isolado IBVDPRO3 (MK903749)
Isolado IBVDPRO2 (MK903748)
Isolado IBVDPRO1 (MK903747)
Isolado IBVDPEO8 (MK903736
7] Isolado IBVDPEOS (MK903737)
Isolado IBVDPE10 (MK903738)
Isolado IBVDPE11 (MK903739)
Isolado IBVDPE12 (MKS03740
Isolado IBVDPE13 (MK903741
Isolado IBVDPE15 (MK903742)
Isolado IBVDPE16 (MK903743)
Isolado IBVDPE17 (MK903744
Isolado IBVDPE18 (MK903745)
Isolado IBVDPE19 (MK903746)
Isolado IBVDRS01 (MK903758
Isolado IBVDRS02 (MK903759)
Isolado IBVDRS03 (MK903760)
Isolado IBVDRS05 (MK903762)
Isolado IBVDSPO3 (MK903781)
Isolado IBVDSP06 (MK903783)

Pt

Pt i y

Isolado IBVDMGO1 (MK903729
Isolado IBVDMTO1 (MKS03730
Isolado IBVDPRO08 (MKS03754)
Isolado IBVDRS04 (MKS03761)
Isolado IBVDRS08 (MK903763

Isolado IBVDRS09 (MKS03764)
Isolado IBVDRS 10 (MK903765

Isolado IBVDRS 13 (MKS03766)
Isolado IBVDSCO02 (MKS03768)
Isolado IBVDSC04 (MK903770

Isolado IBVDSCOS (MKS03771)
Isolado IBVDSCO7 (MKS03773)
Isolado IBVDSCO08 (MKS03774)
Isolado IBVDSCO09 (MKS03775

Isolado IBVDSC10 (MKS03776)
Isolado IBVDSC11 (MKS03777)
Isolado IBVDSC12 (MKS03778)
Isolado IBVDSPO1 (MK903779

Isolado IBVDSP02 (MKS03780)
Isolado IBVDSP07 (MK903784

Isolado IBVDSP08 (MKS03785)

Isolado IBVDSCO06 (MK903772)

Isolado IBVDSCO03 (MK903769)

Isolado IBVDSCO01 (MK903767)

T
3

chlamydospora isolate PCH1 (KR909193)
strain Pc68 (KP887016)

P chlamydospora strain AQ04 (FJ530942)
Ph iella chlamydospora isolate Pch-07 (MG745848)
Ph i hlamyd strain Pc69 (KP887017)

la capensis strain CBS 123535 (FJ372391)

F cult

1 CBS:121757 (GQ154599)

Phaeomoniella effusa culture-collection CBS:120883 (GQ154598)

Ph i dura cultu
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9

CBS:120882 (GQ154597)

Phaeomoniella prunicola culture-collection STEU:6343 (GQ154588)

Phaeomoniella niveniae strain CBS 131316 (JQ044435)
9 EP#‘ iell ides cult lection CBS:121168 (GQ154600)

Y

Phaeoacremonium venezuelense strain CBS 651.85 (KF764568)
Phaeoacremonium venezuelense strain CBS 651.85 (KF764568)(2)
Phaeoacremonium viticola isolate Y271-03-1d (JF275864)

Pleu

richardsiae (AB364700)

Phaeoacremonium aleophilum strain 30 (DQ404355)

41



42

IBVDS P08 (MK903841)

IBVDSPO7 (MK903840)
IBVDSPO6 (MK903839)
IBVDSPO5 (MK903838)
IBVDSPO3 (MK903837)
IBVDSP02 (MK903836)
IBVDSPO1 (MK903835)
IBVDSC12 (MK903834)
IBVDSC11 (MK903833)
IBVDSC10 (MK903832)
IBVDSCO9 (MK903831)
1BVDSCO8 (MK903830)
1BVDSCO6 (MK903829)
IBVDSCO5 (MK903828)
IBVDSCO04 (MK903827)
1BVDSCO3 (MK903826)
IBVDSCO2 (MK903825)
IBVDSCO1 (MK903824)
IBVDRS 13 (MK903823)
IBVDRS 10 (MK903822)
IBVDRS08 (MK903820)
IBVDRS05 (MK903819)
IBVDRS04 (MK903818)
IBVDRS03 (MK903817)
IBVDRS02 (MK903816)
IBVDRSO01 (MK903815)
IBVDPR11 (MK903798)
IBVDPROS (MK903795)
IBVDPRO7 (MK903794)
IBVDPRO6 (MK903793)
IBVDPROS5 (MK903792)
IBVDPRO4 (MK903791)
I1BVDPRO3 (MK903790)
IBVDPRO2 (MK903789)
IBVDPRO1 (MK903788)
IBVDMGO1 (MK903786)
IBVDMTO1 (MK903787)
IBVDPE19 (MK903814)
IBVDPE18 (MK903813)
IBVDPE17 (MK903812)
IBVDPE16 (MK903811)
IBVDPE15 (MK903810)
IBVDPE13 (MK903809)
IBVDPE12 (MK903808)
IBVDPE11 (MK903807)
IBVDPE10 (MK903806)
IBVDPEO9 (MK903805)
IBVDPEOS (MK903804)
IBVDPEO7 (MK903803)
IBVDPEO6 (MK903802)
IBVDPEOS (MK903801)
IBVDPEO3 (MK903799)
IBVDPEO4 (MK903800)

o

©

66

99

IBVDPRO09 (MK903796)
IBVDPR10 (MK903797)
IBVDRS09 (MK903821)

99

28

Phaeomoniella chlamydospora isolate Pch-07 (MG745811)

Phaeomoniella chlamydospora isolate Pch-02 (MG745810)

Paraphaeomoniella capensis ( Phaeomoniella capensis) (KR 260449)

Neophaeomoniella zymoides ( Phaeomoniella zymoides) (KR 260455)

Minutiella tardicola ( Phaeomoniella tardicola) (KR 260454)

54

A

h
t

ium venezuelense (HQ 605012)

13

h
t

Phaeoacremonium angustius (AF 246816)
499{ Phaeoacremonium viticola (HQ 700718)
Phaeoacremonium inflatipes (AF 246805)
lium parasiticum (AF 246804)
Phaeoacremonium scolyti (KC 013294)
Phaeoacremonium subulatum (EU 128092)

Phaeoacremonium australiense (EU 128069)

99

Pleurostoma richardsiae ( Pleurostomophora richardsiae) (AY 579334)

iella effusa (Phaeomoniella effusa) (KR 260451)

ium fraxinopennsylvanicum ( Phaeoacremonium mortoniae) (KF 467605)

gg | Calosphaeria minima ( Togninia minima) (KF 467612)
Phaeoacremonium minimum ( Phaeoacremonium aleophilum) (HQ 605024)



43

Analisando as arvores ITS e Beta Tubulina (Figuras 7A e 7B), foi possivel
identificar quatro e trés grupos de isolados, respectivamente, com alta
homogeneidade entre todos os isolados. Portanto, a populacdo brasileira de P.
chlamydospora demonstrou pouca variabilidade genética.

Sofia et al. (2015) fizeram caracteriza¢do fenotipica e molecular de isolados
de P. chlamydospora, obtidos na regido demarcada do Dao, em Portugal. De 68
isolados caracterizados por sequéncias da regido ITS, foi possivel distinguir dois
grupos, mas com alta homogeneidade entre todos os isolados. Os dados das
sequéncias da regido ITS e do gene da beta tubulina dos isolados brasileiros de P.
chlamydospora mostram semelhanca ao estudo de Sofia et al. (2015) quanto a
formacéo de grupos e homogeneidade entre os isolados do fungo.

Como ja descrito, a populacao brasileira de P. chlamydospora demonstrou
ndo ter muita variabilidade genética. Uma das explicacdes para isso pode ser
resultado da reproducdo assexuada comum na espécie. A sua fase teleomorfica
(fase sexuada) é desconhecida (CROUS e GAMS, 2000). A baixa variabilidade
deste fungo também foi relatado nos trabalhos de Tello et al. (2010), Sofia et al.
(2013), Cobos e Martin (2008) e Mostert et al. (2006).

Dentre os estados brasileiros com relato de ocorréncia do patégeno P.
chlamydospora em videira, destacam-se o estado de Pernambuco (CORREIA et al.,
2013), Rio Grande do Sul (ALMANCA et al., 2013) e Séo Paulo (FERREIRA et al.,
2017). De acordo com o levantamento realizado (QUADRO 5 e FIGURAS 7 A e B),
este € o primeiro relato de ocorréncia e deteccédo de P. chlamydospora nos estados

de Minas Gerais, Santa Catarina, Mato Grosso e Parana, em videiras.

4.3 Caracterizacédo Cultural de Phaeomoniella sp.

Quanto aos dados de caracterizacao cultural das coldnias dos isolados de P.
chlamydospora, nos dois meios de cultura testados, ha as seguintes constatacoes:
1) A face superior e inferior das colbénias dos isolados nos dois meios testados
nao apresentaram diferencas entre si, tanto por isolado quanto por Estado.
Portanto, os dados descritos abaixo e discutidos referem-se sempre aos da

face superior;



2) Meio MEA — As colbnias dos isolados apresentaram nota variando de 1,0 até
4,0. Por Estado, a nota da coldnia dos isolados obtidos variou de 1,2 até 3,0.
Ainda por Estado, a colénia dos isolados de Sdo Paulo apresentou nota
média de 1,2 e as dos isolados do Mato Grosso 3,0 e do Parana 2,3. Assim,
neste meio, a colonia dos isolados de Sao Paulo diferenciou-se da colbnia
dos isolados de Mato Grosso e Parana, e ambos nédo diferiram entre si. A
nota média da colbénia da populacdo do fungo neste meio foi de 2,0 (TABELA
1);

3) Meio BDA — As colbnias dos isolados apresentaram nota variando de 1,0 até
4. Por Estado, a nota da coldnia dos isolados obtidos variou de 1,6 até 3,0.
Entre as colonias dos isolados dos Estados de Pernambuco e Santa Catarina
a nota média foi de 1,6 e 1,8, respectivamente. As coldnias dos isolados do
Mato Grosso apresentaram nota média 3,0 e do Parana 2,3. Assim, neste
meio, a colonia dos isolados de Pernambuco e Santa Catarina diferiram
significativamente da col6nia dos isolados de Mato Grosso e Parana, e ambos
nao diferiram entre si. A média da coldnia da populacdo do fungo neste meio
foi de 2,1 (TABELA 3).
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TABELA 3 - Caracteristica in vitro (escala de notas) quanto a frente da col6nia

dos diferentes isolados de Phaeomoniella chlamydospora, por

estado, crescida em meio de cultura BDA e MEA, e avaliada com

28 dias.
Meio MEA Meio BDA
Isolados Notae Estado Zstt:dzoé Nota e Estado Zlgtt:drc))oer
Porcentagem Porcentagens Porcentagem Porcentagens
IBVDMGO1 3323(‘)’2 o Minas Gerais 33’33/(’301;3 K 33239,/00 B Minas Gerais 33,33/:)0ab A
IBVDMTO1 66379’/2 a Mato Grosso 50’5(;/20 A 66370°2 o Mato Grosso 50,(?0‘/?b A
IBVDPEO3 221,'2%/2 a 0,1652,0(1
IBVDPEO4 221,'263’/2 a 332,5%/00 a
IBVDPEO5 0,1(5°OA>OG o,ld‘%ocx
IBVDPEO6 1(‘)16(3/8 B 332,5%/00 a
IBVDPEO7 0,10'°O/ooc 0,10’&00
IBVDPEOS 332,59’/00 a 111"1?3/?, N
IBVDPEO9 221,'2%/70 a 332,591/00 a
IBVDPE10 22112(3’/00 a pernambuco -2 (1.0 = 4.0%) 2,00 Pernambuco 5 (L0~ 2.0)
, 31,1%b A 33,3% B 20,0% a A
IBVDPE11 111,'1%/30 a 1,11’32,30(
IBVDPE13 332,5%/00 B 0,10&0a
IBVDPE15 88:?10)?’/70 B 332,52/2 a
IBVDPE16 442,43;/30 a 332,591/00 a
IBVDPE17 332,'3%/00 a 332‘53%2 a
IBVDPE18 33%5(‘)’/00 a 111,’133/?, a
IBVDPE19 221,'22/70 a 332‘53%2 a
IBVDPRO1 221’2(?770 a Parana 23(10-33) 2,00 Parana 2 R
, 45,7% c A 33,3%a 44,7%b A
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IBVDPRO02

IBVDPRO3

IBVDPRO4

IBVDPRO5

IBVDPRO6

IBVDPRO7

IBVDPRO8

IBVDPRO09

IBVDPR10

IBVDPR11

IBVDSCO1

IBVDSC02

IBVDSCO03

IBVDSCO04

IBVDSCO05

IBVDSCO06

IBVDSCO7

IBVDSCO08

IBVDSCO09

IBVDSC10

IBVDSC11

/IBVDSC12

IBVDSPO1

2,00
33,3% a
2,33
44,4% a

2,67
55,6% a

3,33
77,8% a

3,33
77,8% B

1,67
22,2% a

2,00
33,3% a

1,00
0,0% a

3,00
66,7% a

2,33
44,4% a

1,00
0,0% a

2,00
33,3% B

1,67
222% a

1,00
0,0% a

1,00
0,0% a

1,00
0,0% a

2,67
55,6 % a

1,33
1,1% a

2,00
33,3% a

2,00
33,3% a

2,33
44,4% a

2,00
33,3% a

1,00e
0,0% a

Santa Catarina

Séao Paulo

1,7 (1,0 - 2,7)
222%b A

1,2 (1,0 -2,3)
6,3% a A

2,00
33,3% a

2,67
55,6% a

2,00
33,3% a

2,33e44,4%
a

1,67
22,2% a

2,33
44,4% a

2,67
55,6% a

3,33
77,8% B

2,33
44,4% a

1,67
22,2% a

1,00
0,0% a

1,00
0,0% a

1,67
22,2% a

1,00
0,0% a

1,00
0,0% a

3,00
66,7% B

3,67
88,9% B

1,33
11,1% a

1,33
11,1% a

2,00
33,3% a

2,33
44,4% a

2,33
44,4% a

2,00
33,3% B

. 1,8(1,0-3,7)

Santa Catarina 26.9% a A
- 21(1,0-3,3)
Séo Paulo 36.5% ab B




47

2,33
13- 3,33
IBVDSP02 44,4% a 77,8% B
1,00
) 2,00
¢ :
IBVDSPO3 0,0% a 33,3% B
1,00
) 2,00
c ,
IBVDSP05 0,0% a 33,3% B
1,00
, 2,00
: :
IBVDSPO06 0,0% a 33,3% B
1,00
.S 1,00
IBVDSPO7 0,0% a 0,0% a
1,00
) 2,33
c :
IBVDSPO08 0,0 % a 4,4% B
1,67
) 2,00
> ,
IBVDRSO01 22,2% a 33,3% a
1,00
) 2,00
: ,
IBVDRS02 0,0% a 33,3% B
1,00
. 1,00
IBVDRS03 0,0% a 0,0% a
3,00
, 2,00
" ,
IBVDRS04 66,7% a 33,3% a
4,00 4,00
; ,
IBVDRSOS | - 100.0% @ pig Grandedo 2,1 (1,0-4,0) | 1000%a  RioGrandedo 2,0 (10— 4,0)
sul 37,8% bc A sul 33,3%ab A
3,33 2,00
> ,
IBVDRSO07 77,8% B 33,3% a
1,67
) 1,33
. :
IBVDRS08 |  22,2% a 11.1% q
1,67
.0 1,33
IBVDRS09 22,2% a 11,1% a
2,00
) 2,00
! ,
IBVDRS10 33,3% a 33,3% a
2,00 2,33
IBVDRS13 33,3%a 44,4% o
Populag&o brasileira ‘ 2,0 2.1

* Média de 3 repeti¢Ges por isolado;

! Média da escala de notas: 1,0 (Colbnia verde olivaceo de aspecto feltroso, com reentrancas no
centro parecendo-se rachaduras. Margem branca lisa estreita na extremidade da colbnia) até o 4,0
(Coldnia totalmente branca, com aspecto umido e cremos, exibindo as reentrangas com aspecto de
rachaduras por toda a colbnia - extremidade e centro).

2\alores minimo e maximo;

® Letras minGsculas iguais na coluna ndo diferem entre si por estado, segundo o teste de Tukey com

5% de probabilidade;

* Letras maiGsculas iguais na linha nao diferem entre si por estado, segundo o teste de Tukey com

5% de probabilidade;

® Letras gregas iguais na linha ndo diferem entre si por isolados, segundo o teste de Tukey com 5%

de probabilidade.
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As notas 1,0 e 2,0 indicam colénias do fungo P. chlamydospora com
caracteristicas semelhantes as mais comumente relatadas, enquanto que as notas
3,0 e 4,0 indicam caracteristicas ndo habitualmente observadas nas colonias deste

fungo. Outras inferéncias possiveis de serem feitas nos dados da Tabela 3 séo:

a) O meio de cultura influenciou na caracteristica da colonia de 17 isolados.
Destes dezessete, 6 isolados apresentaram diferencas voltadas para o meio
MEA e 11 para o meio BDA, ou seja, neste meio, a caracteristica do isolado
ficou mais distante da caracteristica comum da espécie P. chlamydospora
descrita na literatura por Crous e Gams (2000). Por Estado, somente o0s
isolados de Séo Paulo apresentaram diferencas na colonia em relagcdo aos
meios de cultura. No meio MEA, a caracteristica da colénia dos isolados de
Sao Paulo ficou mais proxima da comum, para a espécie do fungo.

b) Fazendo uma andlise por Estado, a caracteristica média da colénia dos
isolados ficou dentro da normalidade observada nas coldnias desta espécie
do fungo descritas no mundo (CROUS e GAMS, 2000). As Unicas excecdes
foram as col6nias dos isolados dos Estados do Mato Grosso e do Parana,
gue tanto no meio MEA, quanto no meio BDA, mostraram aspecto nao
comumente observado. A colbnia destes isolados ndo demonstrou cor verde
olivaceo no centro, indo até a borda da colbnia, aspecto considerado comum
para essa espeécie, & medida que a col6nia vai envelhecendo no meio de

cultura.

Dam et al. (2010) ao estudarem diferentes espécies de Phaeomoniella sp.
caracterizaram a cultura das colénias das espécies nos meios MEA e BDA. Estes
mesmos meios foram utilizados no presente estudo com os isolados brasileiros de P.
chlamydospora de videira.

Sofia et al. (2013) fizeram um estudo em Portugal visando entender melhor as
doencas Esca e Doenca de Petri em videira, na regido do Dao. Dentre os estudos,
0S autores caracterizaram o0 aspecto das colbnias de 20 isolados de P.
chlamydospora, obtidos no meio de BDA. Criaram quatro grupos para caracterizar
as colonias. Esses quatro grupos sao semelhantes as notas descritas no presente

estudo. Grande parte dos isolados de P. chlamydospora do estudo de Sofia et al.
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(2013) enquadrou-se dentro do grupo | e Il e a minoria nos grupos lll e IV. O grupo |
e Il estd dentro das caracteristicas mais observadas para a coldnia desta espécie de
fungo.

Assim, os dados do presente estudo (TABELA 3) quanto a caracterizacéo do
aspecto da colénia dos isolados brasileiros de P. chlamydospora demonstram
similaridade aos dados obtidos no estudo de Sofia et al. (2013). Além disso, a
maioria da colbnia dos isolados brasileiros e portugueses de P. chlamydospora
engquadra-se no aspecto comum da espécie, ou seja, fica dentro da nota ou grupo
1,0 e 2,0. O aspecto da colbnia de nota 1,0 e 2,0 é margem branca larga ou fina,
com aspecto Umido e cremosa. Do centro até préximo da margem, a colonia é de
cor verde olivaceo e de aspecto feltroso com reentrancas no centro, aparentando
rachaduras.

Deste estudo de caracterizagéo cultural, pode-se concluir que h& diferenca
no aspecto da colonia do fungo, de acordo com o meio de cultura em que ele se
desenvolve. O meio MEA define melhor o aspecto e a cor da colénia de isolados de
P. chlamydospora de acordo com o descrito em literatura. Outros estudos utilizaram
esse meio de cultura para fazer caracterizagéo cultural (aspecto e cor) das col6nias
de P. chlamydospora (CROUS e GAMS, 2000; GROENEWALD et al., 2001; DAM et
al., 2010)

4.4 Caracterizacdo Morfolégica de Phaeomoniella sp.

4.4.1 Conidios

Quanto a caracterizacdo morfolégica dos conidios dos isolados brasileiros de
P. chlamydospora nos dois diferentes meios de cultura testados, pode-se fazer as
seguintes constatacdes (TABELA 4):

a) Meio MEA: Houve diferenca significativa no tamanho do comprimento dos
conidios, entre os isolados. O maior comprimento observado foi o do isolado
IBVDSCO04 com média de 4,14 pym e o menor do isolado IBVDRSO05 com
média de 2,64 um. A largura dos conidios dos isolados foi significativamente
diferente entre si. A maior largura observada foi do isolado IBVDSC04 com

média de 1,84 pm e a menor do isolado IBVDPEO9 com 1,00 pum. Por
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Estado, o comprimento dos conidios dos isolados no meio MEA néo
apresentou diferencas, enquanto que a largura sim. Os conidios com larguras
maiores significativamente, foram observadas nos isolados dos Estados de
Pernambuco, Mato Grosso e Parana. As menores larguras foram observadas
nos isolados do Estado de S&o Paulo. A média das dimensfes (comprimento
X largura) dos conidios da populacdo de P. chlamydospora no meio MEA foi
de 3,45 x 1,31 pm.

b) Meio SNA: O comprimento dos conidios dos isolados foi significativamente

diverso entre si. O maior comprimento médio observado foi do isolado
IBVDPR11 com 3,67 pm e 0os menores dos isolados IBVDSPO1 e IBVDRS10
com 2,19 um. A largura dos conidios dos isolados foi novamente
diversificada. A maior largura média observada foi do isolado IBVDPR09 com
1,50 pm e a menor do isolado IBVDSPO7 com 0,74 pum. Por Estado, o
comprimento dos conidios dos isolados no meio SNA apresentou diferencas.
O maior comprimento foi observado nos isolados do Estado do Parana e os
menores nos isolados dos Estados de Mato Grosso e S&o Paulo. Por Estado
ainda, a largura dos conidios dos isolados no meio SNA apresentou
diferengas. As maiores larguras dos conidios foram observadas no Estado do
Parand. As menores larguras foram observadas apenas nos isolados do
Estado de S&o Paulo, Mato Grosso e Minas Gerais. A média das dimensdes
(comprimento x largura) dos conidios da populacdo de P. chlamydospora no
meio SNA foi de 2,86 x 1,11 pm.

Observando as dimensdes dos conidios entre 0os meios, constatou-se que
tanto o comprimento, quanto a largura, se mostrou diversa. O meio MEA

favoreceu em média, maior comprimento dos conidios.



TABELA 4 - Dimensdes de conidios de isolados de Phaeomoniella chlamydospora, por estado, crescidos em meios de
cultura MEA e SNA.

MEA - uM MEA - uM SNA - pM SNA - pM
Isolados Estado Estado
Comp. Largura Comprimento Largura Comprimento Largura Comprimento Largura
o o
3,40 1 1,41 - 1 29 3,40 152 1,41 2,79 1 0,84 1 29 2,79 152 0,84
IBVDMTO1 (3.0-43)" bcdef 1L1-19) fghijkimno g 8 (3,0-4,3) a B L1-1,9)" cB (2,0-3,8) abcdef 06-1,1) abc g 8 2,0-3,8) a A 06-1,1) aa
IBvDMGO1 | ., 364 bedef 123 abcdefghij & g 3,64 aB 1,23 ab B 245 cdefghijl - 982 abcde £ 8 2,45 ba 08207- .4
(2,0-5,2) (0,8-1,8) s 8 (2,0-5,3) (0,8-1,8) (2,0-3,8) (0,7-1,1) s 8 (2,0-3,8) 1,1)
3,39
' 1,13 2,40 0,88
IBVDSCO1 | (2,6-4,2) bcde 0.8 -1,4) abcdef (1.8 - 3.1) abcdef ©0.7-12) abcdef
3,66
' 1,42 - 2,94 - 0,88
IBVDSC02 | (2,9-5,7) bcdef (1.0 -2,8) ghijkimno (19— 4,0) fghijkimno ©0.7-1,3) abcdef
3,50
' 1,17 ) 2,80 - 0,97 -
IBVDSC03 | (2,2-5,1) bcdef (0.6 - 1,5) abcdefghi @.1-43) defghijkl ©0.8-1,4) bcdefghij
4,14
' 1,84 2,67 - 1,02 -
IBVDSCO04 | (2,3-11,5) f (1.2 -4,4) p (1,6 - 3,9) abcdefghijkl 0.8 -1,6) efghijkl
3,19 g g
IBVDSCO5 | (2,6 -4,3) abcde © %]? 5) abcde '§ a g_si 3) abcdefghij © 28613 2) abcdef '§ 077
y ’ 5] 3,50 1,29 ’ ' ’ ! © , 0,96
3,23 L1 O (21-115 2B  (06-24) 3P 236 051 O 6-51) DA (o5-18 PO
IBVDSCO06 | (2,3-5,2) abcde 0.8 -18) abcdefg § (18 -3.2) abcde 05-1,3) ab §
3,57
' 1,30 - 3,07 - 1,13 -
IBVDSCO7 | (2,5-5,0) bcdef 0.9-1,7) bcdefghijkl @2.1-51) hijkimnopg ©07-17) ijklmnop
3,63
' 1,21 - 3,36 1,25
IBVDSCO08 | (2,7-5,5) bcdef (1,0-1,9) abcdefghij 2.0 - 4,4) nopars 08-1,8) nopgrs
3,36
' 1,19 . 2,65 - 0,86
IBVDSC09 | (2,1-4,5) bcde 0.9-23) abcdefghi (17 - 3,5) abcdefghijk 06-1,2) abcdef
3,30
' 1,17 . 2,74 - 0,99 "
IBVDSC10 | (2,6 -4,4) bcde 0.9-1,5) abcdefghi @2.1-38) bcdefghijkl 0.7-1,6) cdefghijk
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IBVDSC11

IBVDSC12

IBVDPRO1

IBVDPRO02

IBVDPRO3

IBVDPRO4

IBVDPRO5

IBVDPRO6

IBVDPRO7

IBVDPRO8

IBVDPRO09

IBVDPR10

IBVDPR11

IBVDSPO1

IBVDSP02

IBVDSPO3

3,47
(2,6 -4,4)

3,61
(2,3-5,0)

3,14
(2,3-43)

3,73
(2,9-48)

3,14
(2,3-4,3)

3,57
(26-55)

3,60
(2,6 -4,9)

3,34
(2,5-4,5)

3,93
(26-53)

3,54
(2,4-57)

3,69
(2,3-5,0)

3,27
(2,4-4)5)

3,06
(2,3-4,4)

3,54
(21-47)

3,41
(2,1-5,3)

3,59
(2.1-5,2)

bcde

bcdef

abcd

def

abcd

bcdef

bcdef

bcde

ef

bcdef

bcdef

abcde

ab

bcdef

bcde

bcdef

1,41
(1,0-1,7)

1,40
(1,1-1,8)

1,24
0,8-1,7)

1,39
(1,0-18)

1,24
0,8-1,7)

1,53
(1,0-2,3)

1,28
0,9-1,6)

1,17
0,8-1,6)

1,58
0,9 -2,5)

1,41
1,0-2,1)

1,46
1,1-2,6)

1,43
(1.1-1,9)

1,30
0,9-1,8)

1,27
(09-18)

1,37
(1,0 - 2,3)

1,19
0,7-2,0)

ghijklmno

fghijkimno

abcdefghij

efghijkimn

abcdefghij

klimno

bedefghijk

abcdefgh

mnop

ghijkimno

jkimno

hijkimno

bedefghijkl

abcdefghijk

efghijkimn

abcdefghi

Parana

Séao Paulo

3,45
(2,3-5,7)

341
(21-61)

o]
o9}

1,36
(0,8-2,6)

1,20
06-23)

ap

2,87
(1,8 - 5,0)

2,82
(2,0-3,9)

3,35
(2,1-6,4)

3,49
(2,7-4,8)

3,14
(2,3-4,3)

3,10
(2.3-4,3)

2,83
(1,8-4,2)

2,99
(2,0-4,6)

3,56
(2,6-4)9)

3,18
(2,2-4,5)

3,51
(2,6-4,1)

3,63
(2,0-4,7)

3,67
(2,5-5,6)

2,19
(1,6-36)

2,49
(20-32)

2,55
(1,9-35)

efghijkimn

defghijkim

mnopgrs

pars

klmnopgrs

jklmnopqgr

defghijkimn

ghijkimnop

qrs

Imnopars

pars

s

abcdefg

abcdefghi

0,89
(1,6 -1,3)

1,03
(0,7 -1,5)

1,32
(1,0-2,0)

1,44
(1,0-2,0)

1,25
0,8-1,7)

1,15
(0,9-1,5)

1,07
(0,8-1,4)

1,15
(0,7 -1,6)

1,43
(1,1-1,9)

1,22
(0,9-1,5)

1,50
(1,1-1,9)

1,39
0,9-1,7)

1,30
(1,0-1,7)

0,87
(0,8-1,1)

0,82
(06-1,0)

0,79
(06-13)

abcdefg

fghijkl

grstuv

tuv

nopgrs

kimnopg

ghijklmn

3,31

jklimnopq (18- 6,4)

Parana

stuv

mnopqr

rstuv

parstu

abcdef

2,37

abcd (1,4-3,6)

Sao Paulo

ab

(4

1,29
0,7 - 2,0)

0,83
(05-14)




IBVDSPO5

IBVDSPO06

IBVDSPO7

IBVDSP08

IBVDPEO3

IBVDPEO4

IBVDPEOS

IBVDPEO6

IBVDPEO7

IBVDPEOS

IBVDPEQ9

IBVDPE10

IBVDPE11

IBVDPE13

IBVDPE15

3,12
(2,2-4,2)

3,56
(2,3-6,1)

3,25
(2,4-42)

3,39
(2,6 - 4,4)

3,54
(2,4-47)

3,33
(25-48)

3,56
(2,7-4,2)

3,45
(20-65)

3,20
(25-45)

3,19
(2,2 -5,0)

3,28
(22-49

3,09
(25-38)

3,21
(23-44)

3,79
(29-47)

3,55
(25-47)

abcd

bcdef

abcde

bcde

bcdef

bcde

bcdef

bcde

abcde

abcde

abcde

abc

abcde

ef

bcdef

1,10
0,6-1,7)

1,28
0,8-1,8)

1,08
0,8-1,4)

1,15
0,8-1,4)

1,25
(1,0-1,7)

1,36
0,8-2,3)

1,62
1.3-21)

1,35
0,8-2,2)

1,40
1,2-21)

1,31
(1,0-3,6)

1,00
(0,7-15)

1,30
11-17)

1,26
0,9-1,6)

1,55
(1,3-2,0)

1,27
(1,0 - 1,6)

abcd

bedefghijkl

ab

abcdefg

abcdefghij

cdefghijkimn

nop

bcdefghijkim

fghijkimno

bcdefghijkim

bedefghijkl

abcdefghij

Imno

abcdefghijk

Pernambuco

2,25
(1,6-3,2)

2,33
(1,7-3,4)

2,56
(1,9-3,6)

2,26
(1,4-31)

2,78
(1,9-4,1)

3,07
(2,4-3)9)

2,80
(1,8-5,3)

3,10
(2,0-4,6)

2,45
(1,9-32)

3,15
(2,4-4,4)

2,55
(2,0-3,3)

2,57
(2,0-3,8)

2,89
(2,2-4,7)

3,51
2,7-47)

3,12
(25-37)

ab

abcd

abcdefghi

abc

cdefghijk

hijkimnopg

cdefghijk

jklmnopqgr

abcdef

klmnopgrs

abcdefgh

abcdefghi

fghijkimno

pars

kimnopar

0,81
(05-1,1)

0,94
0,6-1,4)

0,74
(0,6 -1,0)

0,82
0,6-1,1)

1,14
(0,8-1,5)

1,26
0,9-1,8)

1,16
(0,8-2,0)

1,19
(0,7 -1,6)

1,13
(0,8-1,6)

1,47
(1,0-2,1)

1,00
(0,6 -1,5)

1,02
(0,8-1,3)

1,31
(1,0-1,7)

1,44
1,2-1,7)

1,31
(10-17)

ab

bcdefgh

abc

jklmnopq

nopqrst

jklmnopq

Imnopq

ijkimnop

uv

defghijk

efghijkl

parstu

tuv

parstu

Pernambuco

2,86
(1,8-5,3)

1,21
(0,6-2,1)

€S

cd
a
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IBVDPE16 (2,?’-l 3,4) abcd (113'_31’8) bedefghijkl (1’3’_72’5) bedefghijkd (o,é’-zie) mnopgr
3,23 135 ) 2,75 " 1,21
IBVDPE17 | (2,4-4,9) abcde (0’9’_ 1,7) bcdefghijkim (1’9’_ 3,7) bcdefghijkl (0’9’_ 1,5) Imnopgar
3,42 1,28 ) 2,75 ) 110 .
IBVDPE18 | (2,6 -4,4) bcde (110’_ 1,6) bcdefghijk (2’0’_ 3,9) bcdefghijkl (0’9’_ 1,4) hijkimno
3,71 167 2,66 " 1,15 ;
IBVDPE19 | (2,4-5,7) cdef (110’_ 2.7) op (2’0’_ 4.4) abcdefghijkl (0’7’_ 1,8) jklmnopq
IBVDRSO01 (2,2’-72,1) ef (O,;’ﬁ,g) hijkimno (2’2’?;1) opars (1’1"?1'9) stuv
3,56 1,39 ) 2,90 ) 1,24
IBVDRS02 | (2,5-4,9) bcdef (1’1’_ 1,9) efghijklmn (1,8'- 43) fghijkimno (0’9'_ 1,6) nopqrs
339 1,24 ) 2,55 108 )
IBVDRS03 | (2,5-4,4) bcde (1‘0’_ 1,6) abcdefghij (210’_ 3,7) abcdefghi (0,8'- 1,5) fghijkim
IBVDRS04 (2,21-32,1) bcde (1;’?421'3) ijklmno - (Zj’?i,G) ijkimnopq (1,3'_217) opgrst -
2,64 1,09 S 2,65 1,08 S
IBVDRSO05 | (2,1-3,9) a (0‘9’_ 1.4) abc E 3.41 . 133 bos (117’_ 23) abcdefghij (0,8'- 15) hijkimn E 283 " 116 o
3.44 § (2,1-54) (0,9-2,3) E (1,7-5,1) (0,6 -1,9)
IBVDRSO07 | (2.6-47) bcde (113’_35210) bedefghijkimn _;g (2}%,1) opars (o,é’ﬁ,g) stuv ;SD:)
3,26 1,36 ) 2,67 117
IBVDRS08 | (2,4-4,4) abcde (0‘9’_ 1,7) cdefghijkimn (1,8'- 4,0) abcdefghijkl (0’9’_ 1,6) kimnopg
3,29 1,28 ) 2,43 0,95 .
IBVDRS09 | (2,4-4,6) abcde (1‘1’_ 1,8) bedefghijkl (210’_ 2,9) abcdef (0,7’_ 1,2) bcdefghi
3,69 1,35 ) 2,19 0,84
IBVDRS10 | (2,6 -4,7) bcdef (0,9’_ 1,8) cdefghijkimn (1,81- 2.7) a (0,67- 1,0) abcde
IBVDRS13 (2’3’72,4) cdef (1’3’_372’0) defghijkimn (2,?-92,9) ghijkimnop (1,(%7-12,3) kimnopg
Populagéo brasileira 3,45 1,31 Populacéo brasileira 2,86 111
(2,0-11,5) (0,6 - 4,4) (1,4-6,4) (05-21)

* Média 30 conidios medidos por isolado; Média e valores minimo e maximo; Letras minUsculas iguais na coluna n&o diferem entre si, segundo o teste de
Tukey com P<0,05; “Letras mailsculas iguais na linha no diferem entre si, segundo o teste de Tukey com P<0,05. As letras normais comparam
comprimento entre 0os meios, enquanto que as letras gregas comparam larguras entre os meios.
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Crous e Gams (2000) ao denominarem a espécie P. chlamydospora pela
primeira vez, caracterizaram o fungo no meio MEA e constataram que as dimensoes
de seus conidios neste meio foram de 2,0-2,5 x 1,0-1,5 um. Neste mesmo meio de
cultura, os conidios dos isolados brasileiros de P. chlamydospora apresentaram
dimensdes de 3,45 x 1,31 um, ou seja, dimensdes maiores que as observadas por
Crous e Gams (2000). No meio SNA, os conidios dos isolados brasileiros de P.
chlamydospora apresentaram dimensfes de 2,86 x 1,11 pym, ou seja, dimensdes
mais proximas daquelas relatadas por Crous e Gams (2000).

No presente estudo (TABELA 4), os conidios dos isolados brasileiros de P.
chlamydospora apresentaram forma oblongo-elipsoidal para oval, em ambos os
meios. Essa forma foi a mesma observada nos estudos de Crous e Gams (2000)

para os conidios de P. chlamydospora.

4.4.2 Conidiéforo de Phaeomoniella sp.

Quanto a caracterizacdo morfolégica do conidioforo dos isolados brasileiros
de P. chlamydospora, nos dois diferentes meios de cultura testados, pode-se fazer

as seguintes constatagoes (TABELA 5):

a) Meio MEA. O comprimento do conidiéforo dos isolados foi significativamente
diverso. O maior comprimento foi observado no isolado IBVPR09 (média de
30,45 pum). O menor comprimento médio foi observado nos seguintes
isolados: IBVDMTO1 (11,20 pm), IBVDSCO7 (11,25 pum), IBVDPEO9 (11,69
um), IBVDPE10 (11,15 um), IBVDRS10 (11,55 pm), IBVDSP03 (10,82 um),
IBVDSPO5 (11,51 pum) e IBVDSPO06 (10,72 um). A largura do conidiéforo dos
isolados foi também altamente diversificada entre eles. A maior largura
observada foi a do isolado IBVDPEO5 (média de 3,25 um) e a menor do
isolado IBVDPRO08 (1,35 pm). Por Estado, Parand demonstrou o maior
comprimento, e o menor foi observado em Mato Grosso. A largura do
conidiéforo dos isolados ndo apresentou diferenca significativa quando

comparada entre os Estados. A média do comprimento e da largura do
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b)

conidiéforo da populacdo de P. chlamydospora no meio MEA foi de 15,71 x
2,05 pm.

Meio SNA. O isolado com comprimento significativamente maior foi o
IBVDPRO5 com 29,54 pm. Vinte isolados demonstraram menor taxa de
crescimento, ficando entre 11,47 um (IBVDPEO6) e 16,09 um (IBVDSPO7).
Por Estado, o comprimento do conidiéforo dos isolados no meio SNA néo
apresentou diferenca. A largura do conidiéforo dos isolados apresentou
diferenca significativa. A maior largura média foi observada no isolado
IBVDPE13 (2,87 pm) e a menor no isolado IBVDPRO04 (1,22 um). Por Estado,
ndo se observaram diferencas quanto a largura. A média do comprimento e
da largura do conidioforo da populacéo de P. chlamydospora no meio SNA foi
de 17,40 x 2,13 ym.

Observando-se as dimensfes do conidiéforo entre 0os meios, constatou-se
gue houve diferencas tanto no comprimento quanto na largura. O
comprimento do conidiéforo foi maior nos isolados dos Estados do Parana e
Sao Paulo, destacando-se maior comprimento sempre para o meio SNA. A
largura do conidi6foro foi maior nos isolados dos Estados do Rio Grande do
Sul e Pernambuco quando crescidas no meio SNA, os demais estados nao
obtiveram diferenca significativa entre os meios de cultura, quando
correspondente a largura. Diferentemente do conidio, o0 meio SNA favoreceu

sempre maior comprimento e largura do conidiéforo.



TABELA 5 - Dimensdes de conidiéforos de isolados de Phaeomoniella chlamydospora, por estado, crescidos em meios

de cultura MEA e SNA.

MEA - uM MEA - uM SNA - uM SNA - uM
Isolados Estado Estado
Comprimento l Largura Comprimento Largura Comprimento | Largura Comprimento Largura
IBVDMTO1 11,20 g 1,88 abc! g ﬁ 11,20 al A? 1,88 a'a? 16,93 ab 1,93 abcdefgh g § 16,93 aA 1,93 aa
(2,5 - 22,4) (1,0-3,2) s 8 (2,5 - 22,4) (1,0-3,2) (10,4 - 25,9) 1,2-27) 9 = 8 (10,4 - 25,9) 1,2-27)
13,23 1,86 88 13,23 1,86 15,77 1,92 83 15,77 1,92
, , S , , , , @ , ,
IBVDMGOL| (40.226) ¢ (12-28 ¥ £8 @0-226 " @2-28 2% | G7-220) @ (@5-26 €N S5 (67 220 2" @5-26 2°
14,14
' 1,78 17,70 1,85
IBVDSCO1 | (7,4-23,1) abc 11-23) ab (10,3 - 24,4) ab 1,4-32) abcdefg
21,03
' 2,92 15,65 2,01 .
IBVDSCO2 | (14,9 - 27,5) abcd 2.0-48) cd (128-19,2) @& (1,6 -2,9) abcdefghi
13,20
' 1,82 21,55 2,51 .
IBVDSCO3 | (4,8-25,1) abc (1,0-2.8) abc (13,5 - 35,6) ab (18- 4,9) defghi
26,50
' 2,36 16,38 2,27 .
IBVDSCO4 | (8,6-59,3) cd 0.9-42) abcd 8.9-24,1) ab (1.4-33) bcdefghi
13,78 o 8
IBVDSCO5 | (31-262) abc o o ® 3§ © e PO 23 g bedefghi  F
e § 16,50 ab A 2,21 aa ' ' o S 17,37 aA 2,13 aa
16,08 240 ) (3,1-59,3) 0,8-7,7) 18.47 204 e (5,3 - 35,6) (0,8 -4,9)
IBVDSCO6 | (5,2-22,7) abc (1,4 -3,0) abcd é (7.5 - 29,6) ab 11-3,1) bcdefghi §
11,25
' 2,37 17,75 2,19 .
IBVDSCO7 | (6,6-16,4) a 15-7.7) abcd (7.5 - 34,4) ab 1,7-28) bcdefghi
16,16
' 2,12 15,73 2,05 .
IBVDSCO8 | (5,3-24,2) abc 1.2-32) abc (10,3-20,3) @& (16 - 2,6) abcdefghi
19,12
' 2,29 13,79 1,65
IBVDSCO9 | (9,8 -33,0) abcd (18- 3,5) abcd (5.3 - 26.6) a 08-27) abcd
17,53
' 2,38 19,83 2,11 .
IBVDSC10 | (6,2-36,4) abcd (0.8-3.,6) abcd (9,4 -35,3) ab 1,7-29) bcdefghi

i




IBVDSC11

IBVDSC12

IBVDPRO1

IBVDPRO02

IBVDPRO3

IBVDPRO0O4

IBVDPRO5

IBVDPRO6

IBVDPRO7

IBVDPRO08

IBVDPRO09

IBVDPR10

IBVDPR11

IBVDSPO1

IBVDSPO2

16,18
(11,8 - 26,8)

13,06
(6.1-17.,9)

17,47
(7,9-24,2)

13,19
(4,6 - 23,6)

13,19
(5,6 - 22,3)

19,68
(7,1 - 40,5)

17,61
(4,3-39,4)

18,72
(12,2 - 26,7)

17,93
(7,2-46,2)

12,62
(4,1-249)

30,45
(12,2 - 57,6)

16,69
(5,9 - 28,5)

15,35
(6,5 - 27,8)

17,27
(5,5 - 30,2)

12,86
(4,2 - 24,6)

abc

abc

abcd

abc

abc

abcd

abcd

abcd

abcd

ab

abcd

abc

abcd

abc

2,29
(1,4-3)5)

2,08
1,3-2,8)

1,97
(1,6-2.8)

2,13
(1,1-3.6)

1,58
(1,2-22)

2,26
(1,6 - 3,6)

2,03
1,3-31)

1,69
1,5 -2,0)

2,48
1,7-71)

1,35
0,7-1,9)

2,23
(1,8-3,3)

2,01
1.4-2,7)

2,15
(1,2-3,3)

2,08
(1,3-3,4)

1,81
(1,2-2)5)

abcd

abc

abc

abcd

ab

abcd

abc

ab

bcd

abcd

abc

abcd

abc

abc

Parana

S&o Paulo

17,54
(4,1-57,6)

13,16
(2,0 - 33,9)

bA

ab A

1,99
0,7-7.1)

1,90
1.1-3,4)

aa

a

a

18,64
(10,5 - 26,0)

17,90
(8,8 - 22,5)

17,33
(4,6 —41,0)

18,24
(9,7 - 29,3)

20,82
(12,3 - 26,3)

18,81
(2,9 - 38,3)

29,54
(8,6 - 52,5)

15,60
(11,5 - 20,3)

21,65
(4,7 - 57,6)

18,37
(13,2 - 32,0)

21,96
(4,0 - 41,0)

22,36
(4,0-733)

17,43
(8,2 -42,6)

15,68
(9.4-221)

17,31
(7,7 - 30,5)

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

2,19
(1,6-2)9)

2,11
(1,7-2,5)

1,98
(1,3-3,3)

1,98
(1,5-31)

2,64
(1,8-3,2)

1,22
(0,7-2,0)

1,67
11-24)

2,03
(1,5-2,6)

1,97
(1,4-2,6)

2,45
(1,8-2)9)

2,28
(1,5-3,0)

2,28
(1,8-2)9)

2,08
(1,5-3,4)

2,13
(1,5-2,9)

1,71
(1,1-2.,6)

bcdefghi

bcdefghi

abcdefgh

abcdefgh

ghi

abcde

abcdefghi

abcdefgh

cdefghi

bcdefghi

bcdefghi

bcdefghi

bcdefghi

abcdef

Parana

Séo Paulo

20,19

29-733 2B
1582 o
(3,2 - 30,5)

8s

2,05
0,7 -3,4)

1,90
(1,0-2,9)

aa

aa




IBVDSP03

IBVDSPO05

IBVDSP06

IBVDSPO7

IBVDSP08

IBVDPEO3

IBVDPEO4

IBVDPEO5

IBVDPEOG6

IBVDPEO7

IBVDPEO8

IBVDPEO9

IBVDPE10

IBVDPE11

IBVDPE13

10,82
(2,0-19,4)

11,51
(4,5 - 33,9)

10,72
(2,3-33,8)

15,49
(4,7 - 30,9)

13,45
(8,9 - 18,2)

17,25
(6,7 - 56,8)

14,44
(10,0 - 22,1)

25,96
(15,5 - 43,5)

17,72
(4,6 -38,1)

18,21
(5,9 - 33,1)

16,01
(6,1-31,1)

11,69
(4,4 -20,9)

11,15
(6,2 -17,8)

16,23
(10,8 - 21,4)

18,74
(8,9 - 32,4)

abc

abc

abcd

abc

bcd

abcd

abcd

abc

abc

abcd

1,81
1,.2-2,7)

1,78
11-23)

1,89
1,3-2,7)

1,90
(1,2-31)

2,02
1.4-2,7)

2,06
(1,5-3,0)

2,00
1,2-2,6)

3,25
(2,0-5,3)

1,91
1.2-2,7)

2,57
(1,6 -4,3)

2,43
1,7-3,3)

1,82
(1,0-2,8)

1,72
1,3-2,1)

2,11
1,8-2,7)

2,67
(2,0-3,5)

abc

ab

abc

abc

abc

abc

abc

abc

bcd

abcd

abc

ab

abc

bcd

Pernambuco

16,18
(3,4-56,7)

ab A

2,16
(10-53)

aa

14,40
(9,2-21,4)

16,84
(7,7 -30,4)

16,58
(7.7 - 26,0)

16,09
(6,3 - 25,2)

13,83 (3,23 -
25,06)

20,66 (4,39 -
30,50)

19,25
(12,9 - 23,4)

14,28
(7,0 -21,2)

11,47
(4,3-235)

18,55
(11,0 - 27,2)

13,66
(7.8-21,1)

18,64
(10,3 - 30,1)

17,19
(8,1-245)

21,84
(14,6 - 31,6)

16,92
(4,5-39,5)

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

ab

2,24
(41,8 - 2,8)

1,97
(1,3-2.8)

1,89
1,5-2,7)

1,71
(1,1-2.3)

1,64
(1,0-2,3)

2,09
1,7-2,6)

2,54
(1,6-3,7)

2,34
1,4-3,2)

1,54
(1,0-2,3)

2,72
(2,2-3,6)

2,18
1,7-3,4)

1,68
1,9-3,7)

2,21
(1,3-3,5)

2,53
(1,9-3,2)

2,87
(1,5-4,2)

bcdefghi

abcdefgh

abcdefgh

abcdef

abc

bcdefghi

fghi

bcdefghi

ab

hi

bcdefghi

ghi

bcdefghi

efghi

Pernambuco

17,04
(4,2 -39,5)

65
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15,16
' 1,69 13,55 1,68
IBVDPE15 | (3,4-26,5) abc (1.3-2,3) ab (7.9 - 31,4) (1.0 - 2,6) abcdef
15,13
' 2,09 18,13 2,49 .
IBVDPE16 | (5,0-25,0) abc (1.4 -32) abc (7.5 - 28.9) ab 2.0 - 3,4) cdefghi
13,16
' 1,93 16,39 2,07 .
IBVDPE17 | (7,4-19,5) abc (1,4 -2,9) abc (13,6 - 21,3) ab w7-27) abcdefghi
16,35
' 2,05 16,64 2,37 .
IBVDPE18 | (11,6 - 21,9) abc 1,7-2.3) abc (12,3 - 25,2) ab (1.8 - 3.4) bcdefghi
15,61
' 2,02 18,48 2,20 .
IBVDPE19 | (7,8-22,7) abc (15 -3,3) abc (12,1 - 27,3) ab 1.7-33) bcdefghi
13,17
’ 1,70 15,33 1,94
IBVDRSO01 | (5,8-26,2) abc 1.3-2.2) ab (11,8 - 22,4) a (15 -2.6) abcdefgh
12,23
' 1,60 20,33 2,40 .
IBVDRS02 | (4,3-19,2) ab (0.9 -2,5) ab (15,3 - 31,1) ab (1.7 - 3.4) cdefghi
14,26
' 2,16 16,38 2,22 .
IBVDRSO03 | (6,6 -22,2) abc (1.6 - 2,8) abcd (13,6 - 23,6) ab (1.9 -2,5) bcdefghi
13,13
’ 1,73 14,47 2,22 .
IBVDRS04 | (6,0-30,5) abc (1.2 -2,4) ab - (6,7 - 20,2) a (1.6 - 3,0) bcdefghi -
a
18,57 1,80 8 14,39 2,08 S
- ' fl y . S
IBVDRS0S | (88-33,9) abed ;3753 aC o 1453 o 191 | (@5-3L 2 @s-sy PO g 1609 . 217 4
s (4,0-41,2) 0,9 - 3,5) = (6,4 - 31,6) 1,2-3,4)
14,17 1,77 5 15,59 1,66 S
_ ’ ’ 1 (2]
IBVDRSO07 | (4,0-36,4) abc (1.1-2.4) ab o (7.7 - 25,5) a w.2-21) abcd o
z =
16,08
' 2,24 18,20 2,48 .
IBVDRSO08 | (5,2-30,7) abc (1,6 - 2,9) abcd (13,2 - 29,9) ab (1.8 - 3.4) cdefghi
12,84
' 1,99 (1,5 - 13,67 2,04 .
IBVDRSO09 | (6,3-22,1) abc 2.7) abc (7.8 - 21,5) a 1.4-2,7) abcdefghi
11,55
' 1,75 17,26 2,53 .
IBVDRS10 | (6,0 - 21,2) a (1,4 -2,1) ab (13,4 - 23,1) ab (1,6 —3,0) efghi
19,32 2,35 15,29 2,11 .
IBVDRS13 (10,2 - 41,2) abcd (19 - 3,5) abcd (6,4 - 23,3) a (18- 2,6) bcdefghi
Populagéo brasileira 15,71 (2,0 - 59,3) 2,05(0,7-7,7) Populacgao brasileira 17,4 (2,9-73,3) 2,13 (0,7 - 4,9)

* Média de 10 medicdes por isolado; Média e valores minimo e maximo;'Letras mindsculas iguais na coluna nao diferem entre si, segundo o teste de Tukey
om P< 0,05; *Letras maiGsculas iguais na linha néo diferem entre si, segundo o teste de Tukey com P< 0,05. As letras normais comparam comprimento entre

comparam

0s

meios,

enquanto

que

as

letras

gregas

larguras

entre 0s meios.
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As dimensdes do conidiéforo apresentadas por Crous e Gams (2000) ao
caracterizarem a espécie P. chlamydospora em meio MEA foram de 12-70 pum
de altura e 1,5 - 4,0 um de largura. Neste mesmo meio, o conidiéforo dos
isolados brasileiros de P. chlamydospora apresentou as seguintes dimensdes:
15,71 (2,0-59,3) um de altura por 2,05 (0,7-7,7) um de largura.

No meio SNA, o conidioforo dos isolados brasileiros de P. chlamydospora
apresentaram as seguintes dimensoes: 17,4 (2,9-73,3) um de altura por 2,13
(0,7-4,9) um de largura, sendo 0 meio que propiciou maior crescimento dentre os
conidioforos. Portanto, 0 meio SNA exibiu dimensbes de conidiéforo mais
semelhantes aos valores descritos por Crous e Gams (2000), apesar destes
autores caracterizarem o fungo no meio MEA. Além disso, os conidios dos
isolados brasileiros de P. chlamydospora, quando desenvolvidos no meio SNA,
também apresentaram dimensfes mais proximas das observadas por Crous e
Gams (2000).

Os conidiéforos do presente estudo mostraram caracteristicas
semelhantes as descritas por Crous e Gams (2000), como serem eretos, simples

e cilindricos.

4.4.3 Clamidosporos de Phaeomoniella sp.

Quanto a caracterizacdo morfolégica dos clamiddésporos dos isolados
brasileiros de P. chlamydospora nos dois meios de cultura testados, pode-se

fazer as seguintes constatacées (TABELA 6):

a) Meio MEA. O comprimento do clamidésporo dos isolados foi
altamente diverso entre eles. O maior comprimento médio observado foi
para o isolado IBVDRSO05 (10,42 um) e o menor para o isolado
IBVDSP08 (3,36 pm). A largura do clamidésporo dos isolados
apresentou diferencas significativas entre eles. A maior largura média
observada foi para os isolados IBVDSC11 (6,79 um) e IBVDRSO05 (6,79
um) e a menor do isolado IBVDSPO8 (3,02 um). Por Estado, tanto o

comprimento quanto a largura do clamidésporo dos isolados no meio
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MEA apresentaram diferencas. O comprimento e a largura do
clamidésporo foram menores no estado do Mato Grosso. Os maiores
comprimentos foram apontados nos isolados dos Estados de
Pernambuco e do Rio Grande do Sul. Quanto as maiores larguras, estas
foram vistas nos Estados de Pernambuco, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina. A média do comprimento e da largura do clamidésporo da

populacao de P. chlamydospora no meio MEA foi de 6,07 x 4,51 pm.

b) Meio SNA. O comprimento do clamidésporo dos isolados apresentou

diferencas entre eles. O maior comprimento médio do clamiddsporo
observado foi para o isolado IBVDPEO3 (10,58 pum) e 0 menor para 0s
isolados IBVDSPO1 (2,81 pm) e IBVDSC12 (2,84 pm). A largura do
clamidésporo dos isolados também mostrou significativo grau de diferenca
entre eles. A maior largura média observada foi para o isolado IBVDPEO3
(6,26 um) e a menor para os isolados IBVDSPO1 (2,56 um) e IBVDSCO01
(2,68 pm). Por Estado, houve maior comprimento nos isolados de
Pernambuco com 5,60 pum, Rio Grande do Sul com 4,37 uym e Mato
Grosso com 4,16 um. O Estado que demonstrou maior crescimento
estatisticamente na largura foi Pernambuco com 4,21 um. A média do
comprimento e da largura do clamidésporo da populacdo de P.
chlamydospora no meio SNA foi de 4,21 x 3,56 um.

Observando-se as dimensdes do clamiddsporo entre os meios, constatou-
se gue houve diferencas, tanto no comprimento, quanto na largura. O
comprimento do clamidésporo foi maior nos isolados dos Estados de
Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Pernambuco e Rio Grande do Sul,
destacando-se maior comprimento para o meio MEA. A largura do
clamidésporo foi maior nos isolados dos Estados de Santa Catarina,
Parand, Pernambuco e Rio Grande do Sul, destacando-se maior largura
para o meio MEA. Diferentemente do conidiéforo, o meio MEA favoreceu

maiores dimensdes para o0s conidios e clamidésporos.



TABELA 6 - Dimensdes de clamidésporos de diferentes isolados de Phaeomoniella chlamydospora, por estado, crescidos

em dois diferentes meios de cultura.

MEA - pm MEA - pm SNA - um SNA - ym
Isolados Estado Estado
Comprimento ‘ Largura Comprimento Largura Comprimento ‘ Largura Comprimento Largura
4,16 1 3,24 1 2 ﬁ 4,16 152 3,24 1.2 4,16 3,24 i) ﬁ 4,16 3,24
IBVDMTO1 GB.4-48)" abc 2.4-42) ab g 8 (3,4-48) a A 2,4 -4,2) a a (3,4 - 4,8) abcdef 24-42) abcde g 8 (3,4-4,8) ab A 2,4-42) aa
4,72 3,58 88 4,72 3,58 3,58 3,35 88 3,58 3,35
IBVDMGO1 2.3 ’_11‘2) abcde @ _’7'0) abcde é 8 2.3 ’ 11,2) abc A (210’_ 7.0) aba (274’_ 5,2) abcde (2,6'- 4.1) abcdef é 8 (274’_ 5,2) aA (2,6’- 4.1) aa
IBVDSCO1 (3,3'?3,6) abcdefgh (2‘2'?3 g abedefgh (zg'f’j,l) abcd (zzjg’f‘l) a
5,60 417 . 3,23 3,19
IBVDSC02 | (3,5-7,2) abcdefghi (3,é _5) abcdefghi (272’_ 3,7) abcd (2,7'_ 4,1) abcd
IBVDSCO03 (3,421'??;,9) abcd (3“1"_12'5) abcdefghi (2?'_3;0) abcd (2%'_130) abc
6.34 i 5,41 ) 3,32 3,23
IBVDSCO04 | (3,7-8,8)  abcdefghij (3,6’- 7.2) cdefghijk (274’_ 4.6) abcd (2’4'_ 4.6) abcde
6.71 ) 5,77 ) g 3,62 3,49 g
IBVDSCO5 | (4,3-10,6) abcdefghijk @ ? 9,8) ghijk g 6.3 284 (272’_ 4,9) abcde (2’7'_ 5,6) abcdef g a4l 225
7,03 ) 458 S eatisay B 409 P a18 303 O 2-89 37 (20-66 2°
IBVDSCO06 | (4,5-9,1)  bcdefghijkl (3’3’_ 5,9) abcdefghij E (2,6’- 41) abcd (2,6'- 5,1) abcde E
8,30 ) 5,58 ) 3,09 3,09
IBVDSCO07 | (5,7 - 11,4) hijkl (3’9’_ 7.5) fghijk (272’_ 3,8) abcd (2,6'- 4.1) abc
6.79 ) 4,95 ) 2,99 3,12
IBVDSCO08 | (4,0-9,9) abcdefghijk (3’3’_ 6,9) abcdefghijk (277’_ 3,7) abc (2,6'- 3.8) abc
IBVDSCO09 (2,2'?(5),4) ab (2,2'?2’ e  abed (2;'_33,3) abed (2,2’_2313) abed
7,89 ) 5,37 ) 5,58 468 i}
IBVDSC10 | (3,9-11,8) defghijkl (3’9’_ 7.1) cdefghijk (219’_ 8,9) defghij (2’9’_ 6,6) defghij

€9




IBVDSC11

IBVDSC12

IBVDPRO1

IBVDPRO02

IBVDPRO3

IBVDPRO4

IBVDPRO5

IBVDPRO6

IBVDPRO7

IBVDPRO08

IBVDPRO09

IBVDPR10

IBVDPR11

IBVDSPO1

IBVDSP02

10,1
(5,4-18,4)

4,37
(3,3-6,5)

7,33
(35-11,4)

6,13
(4,0-8,5)

5,41
(3,5-10,0)

6,83
(5.2-9,2)

6,58
(3,7 - 10,6)

4,67
(3,0-6,4)

6,01
(34-88)

4,79
(3.2-6,8)

7,26
(5.8-9,6)

5,34
(40-6:8)

5,97
(37-80)

4,92
B1-93)

3,93
(30-58)

abc

bedefghijkl

abcdefghij

abcdefghi

bcdefghijk

abcdefghij

abcd

abcdefghij

abcdef

bedefghijkl

abcdefghi

abcdefghij

abcdefgh

ab

6,79
(4,8-10,9)

3,86
(2,9-5,6)

5,39
(3.4-85)

3,69
(2,7-5,3)

3,78
(2,8-5,7)

4,87
(3.4-74)

5,56
(3,7-9,2)

4,11
(29-59)

4,53
(3.1-3,2)

3,88
(2,7-5,8)

5,33
(39-81)

4,95
(36-6.3)

4,32
(3.2-72)

3,74
(26-49)

3,50
(29-4)

abcdefg

cdefghijk

abcdef

abcdef

abcdefghijk

efghijk

6,03
(3,0-11,4)

4,58

bedB 577 92)

abcdefghi

Parana

abcdefghi
abcdefg
cdefghijk
abcdefghijk
abcdefghi

abcdef
4,59 ab B 3,56
1,7-9,7) (1,8-7,2)

Séo Paulo

abcd

bc B

ab a

3,33
(2,2-5,0)

2,84
(2,5-3,3)

4,48
(2,7-6,8)

3,76
(2,8-7,6)

5,53
(27-98)

3,56
(26-45)

4,26
(2,6-7,1)

3,0
(24-38)

3,85
(28-48)

2,96
(26-36)

4,47
(3.3-6,7)

34
(24-45)

3,62
(25-49)

2,81
(2,1-35)

3,11
(20-38)

abcd

abcdefg

abcdef

cdefghij

abcde

abcdef

abc

abcdef

ab

abcdefg

abcd

abcde

abcd

3,04
(2,1-4,2)

2,92
(2,5-3,7)

3,77
@7-
5,0)
3,62
(2,9-6,2)

4,48
(2,7-81)

3,39
(2,4-4,7)

3,44
(2,7 - 4,6)

3,07
(25-35)

3,55
(23-47)

3,07
(26-3,7)

3,69
(3,0-5,4)

3,28
(24-45)

3,61
(24-63)

2,56
(21-3.2)

2,82
(23-33)

abc

ab

abcdefg

abcdefg

cdefghi

abcdef

abcdef

abc

abcdef

abc

abcdefg

abcde

abcdefg

ab

Parana

Séo Paulo

3,90
(24-98)

3,77
(2,0-12,1)

aA

3,54
(23-81)

3,24
21-77)

aba

aa




IBVDSP03

IBVDSP05

IBVDSP06

IBVDSPO7

IBVDSP08

IBVDPEO3

IBVDPEO4

IBVDPEO5

IBVDPEOG

IBVDPEO7

IBVDPEO8

IBVDPEO9

IBVDPE10

IBVDPE11

IBVDPE13

4,57
(2,1-7,6)

4,65
(3,3-6,5)

4,24
1,7-7.6)

6,45
(35-9,7)

3,36
(2,2-4,7)

4,84
(3,7-6,6)

5,83
(5,0-7,4)

8,25
6,3-12,1)

5,17
(37-65)

4,70
(35-71)

5,43
(3,7-9,6)

8,67
(4,1-13,0)

4,75
(36-71)

6,89
(4,2-12,5)

7,39
4,4-9,0)

abcd

abcd

abc

abcdefghij

abcdefg

abcdefghij

ghijkl

abcdefgh

abcde

abcdefghi

ikl

abcde

bcdefghijk

cdefghijkl

3,95
(2,8-7,2)

3,15
(27-4

3,43
1,9-4,7)

4,15
(3-6,1)

3,02
(24-37)

3,9
(25-4,7)

5,44
(46-6,2)

5,95
(4,4-7,2)

4,06
(38-59)

3,52
(28-46)

4,35
(33-55)

5,27
(36-74)

3,75
(26-48)

5,31
@5-7

4,68
(3.3-56)

abcdefgh

ab

abc

abcdefghi

abcdefg

defghijk

hijk

abcdefghi

abcd
6,56
(3,1-15,0)

4,88

4B (55102

abcdefghi

Pernambuco

cdefghijk

abcdef

cdefghijk

abcdefghij

cp

6,2
(3,3-12,1)

2,92
(2,0-41)

3,07
(2,0-5,0)

3,61
(25-7,4)

4,68
(23-86)

10,58
(8,1 -13,9)

7,60
(3,7 - 10,2)

4,68
(23-96)

4,06
(27-61)

7,22
(53-95)

5,45
33-91)

7,38
(47-98)

4,95
(2,4-111)

4,10
(29-6,6)

6,06
37-89)

fghij

ab

abcd

abcde

abcdefgh

jk

abcdefgh

abcdef

hijk

bcdefghij

ijk

abcdefghi

abcdef

efghij

4,70
3,1-7,7)

2,79
(2,2-3,9)

3,22
(2,1-6,0)

3,09
(2,5-4,6)

3,49
(25-6,2)

6,26
(43-76)

5,05
(35-6.1)

3,92
(26-6.2)

3,31
(25—
4,0)

5,34
(38-71)

3,71
(26-6,4)

3,66
(29-55)

4,24
(34-54)

efghij

ab

abcde

abc

abcdef

ghijk

abcdefgh

abcde

ik
5,60
23-139) A

abcdefg

Pernambuco

hijk

abcdefg

abcdefg

bcdefghi

4,21
(2,2-7.,6)

ba




8,18

a9

BVDPELS | (31-150)  fohild o 2 ik e 398 p abodel 520 4 abede
6,69
IBVDPE16 | (3,3-10,9) abcdefghijk (34_'%92) abcdefghij G oo 9 ohi g B 5 defohi
6,26
IBVDPEL? | (55-6:8) abcdefghij o 5 bedefghik G 318 y o oacd 310 5 abe
9,07
IBVDPE18 | (4,5- 12,8) ikl “ > 5  ohik e 3 g abcdel > 4 abedefg
6,22
IBVDPELY | (35-9.0) abcdefghij 5 282 y)  abcdefghic e P o abcdel s ;) abedefg
6,45
IBVDRSOL | (3,5-9,2) abcdefghi (343'5_46) abcdefghi e 33 o bcd 323 o abede
5,27
IBVDRSO2 | (2.7-89)  abedefghi 38 p  abedefg e 343 g abed 30 g abe
8,12
' ) 5,97 i} 7,0 ) 4,80 i}
IBVDRSO03 | (4,9 -12,5) efghijkl (3.5-9,2) ijk 2.8-10,1) ghij (3.0-6,5) fghijk
6,22
IBVDRS04 | (5,3-87) abcdefghij (3‘E3565) abcdefghi  _ e 32 o aed 319 g abe _
10,42 2 °
, 6,79 s 4,34 3,30 3
IBVDRSO05 | (6,8 - 13,3) 4.6-7.,9) k P 6.76 ie 471 op 2.7 -6,0) abcdef (2.5-4,0 abcde P 4,37 b A 3,57 aba
5.99 & (24-133) (22-92) S (20-140) (2,3-8,8)
IBVDRSO7 | (4.9-7.4)  abedefghi 72 5 abcdefghi O e 30 p abed 309 g abe o
6,59
IBVDRS08 | (3,0—12,0) abcdefghij (34i6-26) abcdefghij e 3 o bcd 308 y abe
5,01
IBVDRS09 | (2,4-7,2) abcdefgh (33_’8557) abcdefg @ 3_2:73 9) abcd @ go; 7) abc
5,62
IBVDRS10 | (3,1-9,8) abcdefghi (g'f’g) abcdefghi e 37 o abcd 302 gy b
7,32 ) 4,97 i} 9,68 6,03 .
IBVDRS13 (53-9,9) bcdefghijkl (B5-7) abcdefghijk (6,3 - 14,0) kl (3.9-8,8) jk
Populacao brasileira 6,07 (1,7 - 18,4) 4,51(1,8-10,9) Populagéo brasileira 4,21 (2,0 - 14,0) 3,56 (2,0 - 8,8)

* Média de 10 clamidésporos medidos por isolado; Média e valores minimo e maximo;'Letras minGsculas iguais na coluna nao diferem entre si, segundo o
teste de Tukey com P<0,05; *Letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey com P<0,05. As letras normais comparam
comprimento entre 0s meios, enquanto que as letras gregas comparam larguras entre 0s meios.
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Crous e Gams (2000) descrevem dimensdes de clamidosporos de P.
chlamydospora no meio de cultura MEA com 7-15 um de comprimento por 5-17,0
pum de largura. Neste mesmo meio, o clamidésporo dos isolados brasileiros de P.
chlamydospora apresentaram as seguintes dimensdes: 6,07 (1,7-18,4) um de
comprimento por 4,51 (1,8-10,9) um de largura. No meio SNA, que foi 0 meio que
propiciou menor crescimento, o clamidésporo dos isolados brasileiros de P.
chlamydospora apresentou as seguintes dimensdes: 4,21 (2,0-14,0) pum de
comprimento por 3,56 (2,0-8,8) um de largura. Portanto, os clamiddsporos crescidos
no meio MEA proporcionaram dimensdes mais semelhantes aos valores descritos
por Crous e Gams (2000).

Além das dimensdes, os clamidosporos dos isolados brasileiros apresentaram
caracteristicas semelhantes as descritas por Crous e Gams (2000), como serem
globosos, geralmente sozinhos, mas encontrados também em cadeias com até trés,
nas hifas ou raramente na base dos conidioforos.

Fazendo-se uma relacdo entre o meio MEA e SNA, para a caracterizacao
morfolégica das estruturas dos isolados brasileiros de P. chlamydospora, o meio
SNA apresentou valores das dimensBes das estruturas mais préximas para as
descritas por Crous e Gams (2000), com excecédo dos clamiddsporos. Vale ressaltar
que o meio SNA é um meio pobre em nutrientes, o que faz com que o fungo cresca
mais lentamente. Ressalta-se também que as dimensdes e as formas das
estruturas, como conidios, conidiéforo e clamidésporo dos isolados brasileiros de P.
chlamydospora estdo dentro das dimensdes e formas descritas para a espécie P.
chlamydospora do estudo de Crous e Gams (2000).

Dam et al. (2010) caracterizaram diferentes espécies de Phaeomoniella
associadas com necrose da madeira de arvores de Prunus. No estudo de
caracterizacdo morfolégica, os autores optaram pelo meio SNA.

Para dar uma sustentacdo maior para o meio SNA quanto a melhor
caracterizagdo morfolégica dos isolados brasileiros de P. chlamydosporo, no preparo
das laminas permanentes com cada isolado, observou-se que as estruturas no meio
SNA mostraram-se mais dispersas e em menor quantidade, enquanto que as

estruturas desenvolvidas no meio MEA mostraram-se significativamente mais
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aglomeradas, dificultando a observacdo e medi¢cdes das estruturas do fungo no
microscoépio (FIGURA 8).

FIGURA 8 - Detalhe de estruturas do fungo Phaeomoniella chlamydospora
vistas no aumento de 400x no microscopio 6ptico. Esquerda: patdégeno
crescido no meio sintético nutriente agar (SNA) — 14 dias. Direita: patégeno

crescido no meio extrato de malte (MEA) — 14 dias.

4.5 Crescimento dos isolados de Phaeomoniella chlamydospora em meio de
cultura BDA incubado em diferentes Temperaturas

Analisando-se todos os isolados em cada temperatura, individualmente,
constatou-se que apenas na temperatura de 5°C ndo houve diferencas entre os
isolados (TABELA 7). Nessa temperatura, os isolados apresentaram paralizacao de
crescimento. Na temperatura maxima estudada, 35°C, os isolados reduziram o seu
crescimento, mas ndo se constatou a morte dos mesmos (TABELA 7). Nao ha ainda
estudos que determinaram a temperatura letal para o fungo P. chlamydospora.

Ao analisar os isolados por Estado em cada temperatura individualmente,
constatou-se que apenas nas temperaturas de 5 e 10°C néo houve diferenca de
crescimento entre os isolados por Estado (TABELA 7).

As médias de crescimento dos isolados do fungo P. chlamydospora de todos

os Estados, em diferentes temperaturas, encontram-se representadas no Grafico 1.



TABELA 7 - Crescimento (cm) in vitro de diferentes isolados brasileiros de Phaeomoniella chlamydospora, por estado, por

42 dias, em meio de cultura BDA submetido a diferentes temperaturas.

Temperaturas (°C)

Isolados 5 10 15 20 25 30 35
IBVDMTO1 0,15 a'A’a®A’ 1,40 bedefghiikBaB 2,52  efghikimnopq CaB CD 3,30 b CaCD 3,82 abEaE 1,73 abcdefBaf BC 1,85 Imno B $ BC
IBVDMGO1 027 aAaA 138 bcdefghjkBaB 253  fghikimnopgCaBC 527  stwESD 4,47 cdefghiDBD 1,48 abcBaB 1,25 @apcdefghikiBa
IBVDSCO01 0,13 aA 1,56 fghijkl C 2,93 Imnopgrs D 4,78 kimnopqgrstuE 5,38 grstuvxw F 2,91 mnopqrst D 1,05 abcdefghi B
IBVDSCO02 0,09 aA 1,38 bcdefghijk C 2,45 cdefghijkimnopg D 4,32 fghijkim E 5,40 grstuvxw F 2,25 efghijkl D 0,67 aB
IBVDSCO03 0,12 aA 1,55 fghijkl C 2,67 ghijklmnopgr D 4,96 mnopgrstu E 5,53 rstuvxwy F 1,42 ab BC 0,98 abcdefgh B
IBVDSCO04 0,18 aA 1,93 ki C 3,00 nopqgrs D 5,40 uv E 5,49 grstuvxwy E 2,36 fghijkim C 1,26 abcdefghijkl B
IBVDSCO05 0,21 aA 1,60 ghijkl B 3,05 opgrs C 5,38 tuv D 6,68 zE 3,12 opgrstu C 1,81 kimno B
IBVDSCO06 0,11 aA 0,98 abcdefgh B 2,04 abcdefg C 3,39 bc D 3,74 aD 2,20 defghijkl C 1,13 abcdefghij B
IBVDSCO07 0,16 aA 1,44 cdefghijkl BC 2,95 mnopgrs D 5,25 rstuv E 5,00 ijklmnopgrstE 1,81 abcdefg C 1,03 abcdefghi B
IBVDSCO08 0,04 aA 1,40 bcdefghijk B 3,09 grs D 5,36 tuv E 5,05 jkimnopgrstuE 2,80 kimnopgr D 1,91 mno C
IBVDSCO09 0,04 aA 1,03 abcdefghi B 2,47 cdefghijkimnopq D 4,28 efghijk E 4,58 defghijkim E 1,58 abcd C 1,06 abcdefghi B
IBVDSC10 0,12 aA 1,05 abcdefghij BC 2,36 bcdefghijklmn D 4,31 fghijkl E 5,76 vxwyz F 1,46 abc C 0,76 abcd B
IBVDSC11 0,00 aA 1,18 abcdefghij C 2,26 bcdefghijk D 4,46 ghijklmno E 5,18 Imnopgrstuvx F 1,98 bcdefghi D 0,69 abB
IBVDSC12 0,08 aA 1,68 ijkl B 2,90 klmnopgrs C 4,75 klmnopgrstD 5,68 uvxwyz E 2,45 ghijklmn C 1,65 ijkimno B

Média -

Santa Catarina | 0,10 a® A* 1,40 aB 2,68 aB D 4,72 BE 5,29 SF 2,19 B5C 1,17 aB
IBVDPRO1 0,00 aA 0,92 abcdef B 2,23 abcdefghij C 4,01 cdefgh D 5,39 grstuvxw E 4,05 wy D 1,18 abcdefghijk B
IBVDPR02 0,03 aA 0,79 abB 1,95 abcdef D 4,02 cdefgh E 5,22  mnopgrstuvx F 3,93 xwy E 1,37  cdefghijkimn C
IBVDPRO3 0,06 aA 0,83 abc B 1,83 abc C 3,73 bcdef D 5,79 xwyz E 4,13 wy D 1,05 abcdefghi B
IBVDPRO4 0,18 aA 1,62 hijkl B 2,99 nopgrs D 4,68 ijkimnopgrs E 5,56 stuvxwy F 2,16 defghijk C 1,22 abcdefghijkl B
IBVDPRO5 0,11 aA 1,64 ijkl B 3,00 nopgrs C 4,84 klmnopgrstu D 5,64 tuvxwyz E 2,74 kimnopgr C 1,36 cdefghijkimn B
IBVDPRO6 0,13 aA 1,68 ijkl B 3,07 pars C 5,08 opqrstu D 5,96 wyz E 2,68 jkimnopq C 1,41 efghijkimn B
IBVDPRO7 0,14 aA 1,12 abcdefghij BC 2,26 bcdefghijk D 4,49 ghijkimnop E 4,54 cdefghijkl E 2,48 hijkimno D 1,67 ijkilmno C
IBVDPRO08 0,10 aA 1,51 defghijkl B 2,78 hijkimnopgr C 5,08 opgrstu D 6,13 yzE 1,59 abcd B 1,33 bcdefghijkim B

h
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IBVDPRO9
IBVDPR10
IBVDPR11
Média —
Parana
IBVDSPO1
IBVDSPO02
IBVDSP03
IBVDSP05
IBVDSP06
IBVDSPO7
IBVDSP08
Média -
Sé&o Paulo
IBVDPEO3
IBVDPEO4
IBVDPEOS
IBVDPEO6
IBVDPEO7
IBVDPEOS8
IBVDPEO9
IBVDPE10
IBVDPE11
IBVDPE13
IBVDPE15
IBVDPE16
IBVDPE17

0,00
0,06
0,07

0,08

0,16
0,10
0,10
0,10
0,12
0,15
0,17

0,13

0,13
0,24
0,23
0,03
0,11
0,02
0,00
0,09
0,12
0,00
0,00
0,24
0,20

aA
aA
aA

aA

aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA

aA

aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA

0,97
1,11
0,87

1,18

1,38
1,06
0,89
1,36
1,42
1,15
1,53

1,26

1,55
1,45
1,68
1,49
1,40
1,28
1,23
1,67
1,92
0,68
0,68
1,19
1,47

abcdefg B
abcdefghij B
abcd B

aB

bcdefghijk C
abcdefghij B
abcde B
abcdefghijk B
bcdefghijkl B
abcdefghij B
efghijkl C

aB

fghijkl B
cdefghijkl C
jkiB
defghijkl B
bcdefghijk B
abcdefghijk B
abcdefghij B
ijkl B
kiB
aB
a B
abcdefghij B
cdefghijkl BC

1,88
2,22
1,87

2,37

2,44
1,60
1,79
2,14
2,32
2,30
2,73

2,19

2,83
2,95
3,20
2,82
2,85
2,73
2,63
2,92
3,40
2,30
1,97
2,89
2,50

abcde C
abcdefghij C
abcd C

ap C

cdefghijkimnop E
aC
abC
abcdefgh C
bcdefghijklm C
bcdefghijkl C
hijkimnopgr D

aC

ijkilmnopqgrs C
mnopqrs D
rsC
ijkilmnopqgrs D
jklmnopgrs C
hijkimnopgr C
ghijkimnopgr C
Imnopgrs C
sC
bcdefghijkl D
abcdef C
klmnopgrs D
defghijkimnopq C

3,66
4,10
3,24

4,27

4,41
2,36
3,56
3,68
3,55
3,75
4,24

3,65

4,82
4,78
5,23
4,68
4,97
5,13
4,58
4,62
5,75
4,63
3,55
4,95
3,97

bcde E
defghij D
b D

BE

ghijklmn F
aD
bcd E
bcdef E
bcd E
bcdef E
defghijk E

aD

kimnopgrstu D
kimnopgrstu E
rstuv E
jklmnopgrs F
nopqrstu E
pgrstuv E
ghijkimnopg D
hijkimnopgr E
VE
hijkimnopgrs G
bcd E
Imnopgrstu E

bcdefg D

4,53
5,03
5,52

5,39

4,98
4,00
5,26
4,40
4,39
3,93
4,90

4,55

4,54
4,67
4,48
5,12
4,25
4,95
6,22
4,62
4,38
3,90
4,70
5,33
4,17

cdefghijk F
ijkimnopgrst E
rstuvxwy F

OF

ijkimnopqgrs G
abcd E
nopqrstuvx F
bcdefghi F
bcdefghi F
abc E
hijkimnopgr F

BE

cdefghijkl D
efghijkimno E
cdefghijk D
kimnopgrstuv F
abcdefg D
ijkimnopqrs E
zZE
defghijkimn E
abcdefghi D
abc F
fghijkimnop F
pgrstuvxw E

abcdef D

2,48
2,24
3,94

2,95

1,89
1,96
2,81
2,81
2,79
2,96
1,62

2,40

2,90
1,20
2,98
3,83
2,90
3,22
4,45
3,57
4,38
3,33
2,82
2,61
2,78

hijklmno D
efghijkl C
xwy E

AD

bcdefgh D
bcdefgh CD
Imnopgr D
Imnopgr D
kimnopgr D
mnopqrstu D
abcde C

5C

mnopqrs C
aBC
mnopqrstu C
vxwy E
mnopqrs C
pgrstuv D
yD
uvxw D
yD
rstuvx E
Imnopgr D
ijkimnop D
kimnopgr C

0,96
1,00
0,97

1,23

0,83
1,00
1,07
1,22
1,54
1,43
0,87

1,14

1,17
0,73
1,53
2,12
1,78
1,47
1,35
1,25
3,43
1,77
0,93
1,80
1,38

0L

abcdefg B
abcdefgh B
abcdefg B

aB

abcdef B
abcdefgh B
abcdefghi B

abcdefghijkl B
ghijkimno B
efghijkimn B

abcdef B

aB

abcdefghijk B
abc B
ghijkimno B
oC
kimno B
fghijkimn B
cdefghijkimn B
abcdefghijkl B
pC
jklmno C
abcdefg B
kimno C

defghijkimn B




IBVDPE18
IBVDPE19
Média -
Pernambuco

IBVDRSO01
IBVDRS02

IBVDRS03
IBVDRS04
IBVDRS05
IBVDRSO07
IBVDRSO08
IBVDRS09
IBVDRS10

IBVDRS13
Média —
Rio Grande do Sul

Populagao
brasileira

0,23
0,23

0,12

0,30
0,12

0,10
0,30
0,12
0,15
0,27
0,13
0,17
0,07

0,17

0,15

aA
aA

aA

aA
aA

aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA
aA

aA

1,30
1,63

1,38

1,22
1,05

0,87
1,25
1,27
1,30
1,63
1,65
2,05
1,15

1,34

1,33

abcdefghijk B
ijkl B
aB

abcdefghij B
abcdefghij B

abcd B
abcdefghij B
abcdefghij B
abcdefghijk B

ijkl B
ijkl C
IC
abcdefghij B

aB

3,03
3,18

2,81

2,32
2,22

2,08
2,85
2,20
2,42
3,20
2,93
3,23
2,13

2,56

2,52

opgrs C
rsC

BC

bedefghijklm D
abcdefghij C

abcdefg C
jklmnopgrs D
abcdefghi C
bcdefghijkimno C
rsC
Imnopgrs D
rsD
abcdefgh C

ap C

5,03
5,12

4,79

4,27
3,58

4,03
4,83
4,02
4,00
5,05
5,22
5,27
4,32

4,46

4,35

nopgrstu E
parstuv E

BS E

efghijk E
bcd D
cdefghi E
kimnopgrstu E
cdefgh D
cdefgh E
nopqrstu D
grstuv F
stuv E
fghijkim D

B D

4,28
4,41

4,67

4,03
4,10

4,58
4,47
4,85
4,53
4,98
4,72
5,27
4,27

4,58

4,68

abcdefgh D
bcdefghij D

BE

abcde E
abcdef E

defghijkim F
cdefghij E
ghijkimnopqg E
cdefghijk F
ijkimnopqgrs D
fghijkimnop E
opgrstuvx E
abcdefgh D

B D

2,97
3,02

3,13

1,78
2,07

3,52
2,18
1,93
3,37
3,28
3,32
3,55
1,97

2,70

2,37

mnopqrstu C
nopqrstu C
AD

abcdef C
cdefghij C
stuvxw D
defghijkl C
bcdefgh C
rstuvx D
grstuv C
grstuvx D
tuvxw D
bcdefghi C

SAC

1,38
1,27

1,56

1,62
1,98

1,75
1,25
0,87
0,88
1,38
1,13
1,25
0,82

1,29

1,35

defghijkimn B
abcdefghijkim B

af B

hijkimno BC
noC

jklmno C
abcdefghijkl B
abcdef B
abcdef B
defghijkimn B
abcdefghij B
abcdefghijkl B
abcde B

aB

* Média de 6 repeti¢des por isolado;

! etras mintsculas iguais na coluna nao diferem entre si por isolados, segundo o teste de Tukey com 5% de probabilidade;
“Letras mailisculas iguais na linha ndo diferem entre si por isolados, segundo o teste de Tukey com 5% de probabilidade;

®Letras gregas iguais na coluna nao diferem entre si por estado, segundo o teste de Tukey com 5% de probabilidade;
“Letras mailsculas iguais na linha n&o diferem entre si por estado, segundo o teste de Tukey com 5% de probabilidade.

TL
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GRAFICO 1 - Médias de crescimento do fungo Phaeomoniella chlamydospora,
proveniente de diferentes estados brasileiros, em meio de cultura BDA

submetidos a temperaturas - de 5 a 35°C.
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Verificando cada isolado individualmente entre as temperaturas, observou-se
gue a melhor faixa de temperatura para o crescimento dos isolados ocorreu entre 20
e 25°C. Dentre as temperaturas ideais, a temperatura de 20°C apontou melhor
desenvolvimento para o isolado IBVDPE11l, enquanto que aos 25°C os isolados
IBVDPEOQ9 e IBVDSCO05 obtiveram melhor desenvolvimento (TABELA 7).

Agrupando-se os isolados por Estado, Minas Gerais, Pernambuco e Rio
Grande do Sul cresceram melhor na faixa de 20 a 25°C, enquanto que Mato Grosso,
Santa Catarina, Parand e S&o Paulo cresceram melhor na temperatura de 25°C
(TABELA 7 e GRAFICO 1).

Calculando-se a equagdo de crescimento da média da populacdo dos

isolados de P. chlamydospora, obteve-se a seguinte equacgdo (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 - Curva de crescimento da média de todos os isolados de
Phaeomoniella chlamydospora cultivados no meio de cultura batata dextrose

agar incubado em diferentes temperaturas.
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Dessa forma, pode-se concluir que a faixa de temperatura de crescimento da
populacdo brasileira do fungo P. chlamydospora de videira estd entre 20 e 25°C,
com temperatura 6tima estimada em 23°C.

Crous e Gams (2000) constataram que as temperaturas de crescimento desta
espécie do fungo sdo: 15°C (minima), 25°C (6tima) e 35°C (maxima). A temperatura
ideal de crescimento da populacdo brasileira de P. chlamydospora é ligeiramente
diferente da reportado por Crous e Gams (2000), que ficou estimada em 23°C como
Otima e 10°C como minima.

De acordo com os dados da Tabela 6, as seguintes inferéncias podem ser

feitas:

1) Os isolados incubados somente na temperatura de 25°C e os isolados
incubados primeiramente a 5°C e posteriormente re-incubados a 25°C,

apresentaram diferencas significativas entre si nestas condic¢des;
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2) Os isolados incubados somente na temperatura de 25°C nao
apresentaram diferencas por Estado;

3) Os isolados incubados primeiramente na temperatura de 5°C e depois re-
incubados na temperatura de 25°C apresentaram diferencas significativas
por Estado;

4) Constataram-se diferencas significativas no isolado entre as condigbes de
temperaturas, com destague para maior crescimento para os isolados
incubados primeiramente a 5°C e depois re-incubados a 25°C;

5) Entre as condi¢bes de temperaturas e isolados agrupados por Estado,
constatou-se diferencas significativas nos isolados dos Estados de Minas
Gerais, Pernambuco, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, S&o Paulo e Rio
Grande do Sul, com destaque para maior crescimento na temperatura

primeiro a 5°C e depois re-incubados a 25°C.

Os isolados brasileiros de P. chlamydospora chegaram a ter o seu
crescimento inibidos quando submetidos a temperatura de 5°C (TABELA 7 e
GRAFICO 1). Whiting et al. (2001) testaram isolados de P. chlamydospora oriundas
de videiras da Califérnia e constataram inibicdo de crescimento dos isolados quando
incubados na temperatura de 5°C. Além disso, Whiting et al. (2001) verificaram que
os isolados apresentaram crescimento lento quando expostos as temperaturas de 10
a 15°C, excelente crescimento nas temperaturas de 20 a 25°C e lento nas de 30 a
37°C.

Essa deteccdo de inibicdo do crescimento dos isolados brasileiros de P.
chlamydospora (TABELA 7 e GRAFICO 1) e os relatos de Whiting et al. (2001)
referem-se ao efeito fungistatico. Segundo Basseto et al. (2011) e Gowariker et al.
(2009), esse fendbmeno consiste na paralisagdo momentanea no crescimento ou na
reproducao do fungo, quando submetido em determinada situacdo, como incuba-lo
em alta ou baixa temperatura. No entanto, quando o fungo € colocado em condicbes
normais novamente, como em temperaturas adequadas para o seu crescimento, 0
mesmo volta a crescer, mas esse desenvolvimento pode ou néao sofrer alteracdes.

Edwards et al. (2001) observaram na Australia que esporos de P.
chlamydospora de videiras ficaram sem germinar no inverno rigoroso, mas com a

chegada do verao, os mesmos voltaram a germinar nas fendas das vinhas.
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Os comentarios de Basseto et al. (2011) e Gowariker et al. (2009) justificam e
explicam o ocorrido com os isolados brasileiros de P. chlamydospora quando
submetidos primeiramente a temperatura de 5°C e depois re-incubados a 25°C
(TABELA 8 e GRAFICO 3), ou seja, além de voltarem a crescer, 0o seu
desenvolvimento foi muito superior, quando comparado ao fungo incubado somente

na temperatura de 25°C.
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TABELA 8 - Média de crescimento dos isolados brasileiros de Phaeomoniella
chlamydospora com 42 dias em meio de cultura batata dextrose

agar incubado a 25°C e a 5°C e depois re-incubados a 25°C.

ISOLADOS 25°C de 5 para 25°C
IBVDMTO1 3,82 A'ab® a® A 4,6 BbcaA
IBVDMGO1 4,47 A abcdefghijk a A 6,4 BmnBB
IBVDSCO01 5,38 A hijkimnop 6,1 B hijklmn
IBVDSCO02 54 A ijkimnop 5,6 A cdefghijkim
IBVDSCO03 5,53 A jkimnop 6,1 B hijklmn
IBVYDSCO04 5,49 A jkimnop 57 A defghijklm
IBVDSCO05 6,68 Aq 6,3 Almn
IBVDSCO06 3,74 Aa 4,7 B bcde
IBVYDSCO7 5 A cdefghijklmno 6,1 B hijkimn
IBVDSCO08 5,05 A defghijklmnop 7 Bn
IBVDSCO09 4,58 A abcdefghijkl 5,4 B bcdefghijkim
IBVDSC10 5,76 A mnopq 6,3 A jkimn
IBVDSC11 5,18 A fghijkimnop 5.8 B efghijkim
IBVDSC12 5,68 A Imnopq 6,1 A hijklmn
Média - Santa Catarina 5,29 aA 59 BB
IBVDPRO1 5,39 A ijkimnop 5,4 A bedefghijklm
IBVDPRO02 5,22 A fghijkimnop 51 A bedefghijk
IBVDPRO3 5,79 B mnopq 4,6 A bcd
IBVDPRO0O4 5,56 A klmnopq 5,6 A cdefghijkim
IBVDPRO05 5,64 A Imnopq 59 A fghijkimn
IBVDPRO6 5,96 A nopq 5,6 A cdefghijkim
IBVDPRO7 4,54 A abcdefghijkl 5,2 B bcdefghijkl
IBVDPR08 6,13 A opq 6,2 A hijkimn
IBVDPR09 4,53 A abcdefghijkl 51 B bcdefghi
IBVDPR10 5,03 A cdefghijklmno 51 A bcdefgh
IBVDPR11 5,52 B jkimnop 4.8 A bcdef
Média — Parana 5,39 oA 53 oA
IBVYDSPO1 4,98 A cdefghijkimno 6 B ghijkimn
IBVYDSP02 4 A abcde 53 B bcdefghijkim
IBVYDSP03 5,26 A ghijkimnop 6 B ghijkimn
IBVDSPO05 4.4 A abcdefghij 5,3 B bcdefghijkim
IBVYDSP06 4,39 A abcdefghij 5,4 B bcdefghijklm
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IBVDSPO7 3,93 A abcd 5,6 B cdefghijkim
IBVDSPO08 49 A abcdefghijklmn 5,8 B efghijkim
Média - Sédo Paulo 4,55 aA 5,6 BB
IBVDPEO3 4,54 A abcdefghijkl 6,4 B mn
IBVDPEO4 4,67 A abcdefghijkim 6,1 B ghijkimn
IBVDPEQ5 4,48 A abcdefghijk 6,2 B ijkimn
IBVDPEOQ6 512 A efghijkimnop 6,3 B kimn
IBVDPEQ7 4,25 A abcdefgh 59 B efghijkimn
IBVDPEOS 4,95 A bcdefghijkimn 6,1 B ghijkimn
IBVDPEQ9 6,22 B pq 5,5 A cdefghijkim
IBVDPE10 4,62 A abcdefghijkl 6 B ghijkimn
IBVDPE11 4,38 A abcdefghij 7 Bn
IBVDPE13 3,9 A abc 54 B bcdefghijklm
IBVDPE15 4,7 B abcdefghijkim 2,4 Aa
IBVDPE16 5,33 A hijkimnop 5,8 A efghijkimn
IBVDPE17 4,17 A abcdefg 4,3 Ab
IBVDPE18 4,28 A abcdefghi 51 B bedefghij
IBVDPE19 4,41 A abcdefghij 6 B ghijkimn
Média — Pernambuco 4,67 aA 5,6 BB
IBVDRS01 4,03 A abcde 5.3 B bcdefghijkim
IBVDRS02 4,1 A abcdef 5 B bcdefg
IBVDRS03 4,58 A abcdefghijkl 5,2 B bcdefghijkl
IBVDRS04 4,47 A abcdefghijk 6,4 B mn
IBVDRS05 4,85 A abcdefghijklmn 5,2 A bcdefghijk
IBVDRSO07 4,53 A abcdefghijkl 5,4 B bcdefghijklm
IBVDRS08 4,98 A cdefghijklmno 6,3 B kimn
IBVDRS09 4,72 A abcdefghijklim 6,4 B mn
IBVDRS10 5,27 A ghijkimnop 6,3 B kImn
IBVDRS13 4,27 A abcdefghi 57 B cdefghijkim
Média - Rio Grande do Sul 4,58 aA 5,7 BB
Populacéo brasileira 4,68 A 5,6 B

* Média de 6 repeti¢cdes por isolado;

! Letras maistsculas iguais na linha ndo diferem entre si por isolados, segundo o teste de Tukey com
5% de probabilidade;

? Letras minusculas iguais na coluna néo diferem entre si por isolados, segundo o teste de Tukey com
5% de probabilidade;

® Letras gregas iguais na coluna néo diferem entre si por estado, segundo o teste de Tukey com 5%
de probabilidade;

* Letras maitisculas iguais na linha néo diferem entre si por estado, segundo o teste de Tukey com 5%
de probabilidade.
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GRAFICO 3 - Comparacéo de crescimento de isolados de Phaeomoniella
chlamydospora de videira, por Estado, cultivados em meio de cultura BDA

incubado em diferentes temperaturas.
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Segundo alguns estudos, o fungo P. chlamydospora apresenta baixa
variabilidade genética (SOFIA et al., 2013; TELO et al.,, 2010; COBOS; MARTIN,
2008). No entanto, ndo se sabe se o fungo apresenta diferencas quanto a
agressividade apds o inverno e a entrada da primavera. Segundo alguns relatos
(WHITING et al., 2001; EDWARDS et al., 2001) e de acordo com o presente estudo
(TABELA 8 e GRAFICO 3), o fungo pode paralisar o seu crescimento sob baixa
temperatura e voltar a se desenvolver quando submetido a condi¢cbes normais de
crescimento (25°C), mas esse crescimento pode ou nao ser alterado. A pergunta a
se fazer é: se o crescimento for alterado isso refletird ou ndo em maior agressividade
do fungo na videira? Se isso ocorrer, o0 manejo do fungo além de ser feito de forma
preventiva deve ser feito também antes e depois do inverno, como o tratamento
classico prescrito de inverno (GALLOTTI; GRIGOLETTI, 1990).
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4.6 Teste de Patogenicidade

Todos os isolados de P. chlamydospora inoculados em ‘Niagara Rosada’
enxertada no cavalo IAC 766 foram patogénicos, de acordo com o fechamento dos
postulados de Koch (TABELA 9).

O resultado mostrou diferencas entre os isolados quanto ao sucesso no
reisolamento (incidéncia). Segundo dados da literatura, nessa espécie de fungo é
comum haver variagbes no seu reisolamento, em ensaios onde ha inoculagdo
artificial do fungo em videira (ADALAT et al., 2000; SIDOT et al., 2000).

O isolado IBVDPEO3 destacou-se quanto ao numero de reisolamentos. Por
outro lado, os isolados IBVDPE15, IBVDSC11, IBVDPRO1, IBVDSPO5, IBVDSPO08,
IBVDSCO08 e IBVYDSC12 mostraram nivel minimo de reisolamento, chegando a nédo
diferir significativamente do tratamento controle (TABELA 9).
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TABELA 9 - Reisolamento (incidéncia) de isolados brasileiros de
Phaeomoniella chlamydospora, a partir de fragmentos
infectados de ‘Niagara Rosada’ enxertada no cavalo IAC 766

plagueados em meio de cultura de batata dextrose agar.

Incidéncia de Total de
reisolamento de fragmentos
ISOLADOS P. chlamydospora e plaqueados por

seu percentual tratamento
Testemunha 0 (0,0%) a* 48
IBVDPE15; IBVDSC11 e IBVDPRO1 1(2,1%) ab 48
IBVDSPO5 e IBVDSP08 3 (6,3%) abc 48
IBVDSCO08 e IBVDSC12 4 (8,3%) abc 48
IBVDPRO3 5 (10,4%) bcd 48
IBVDPE10; IBVDSCO09 e IBVDSC10 7 (14,6%) bcde 48
BVDRS03 IBVDRS0S e IBVDRS13  8(167%) bode &
IBVDSPO02; IBVDPRO09; IBVDPR11 e IBVDRS09 9 (18,8%) cdef 48
:E&BI\R/ISG(;);GII|3EX/DDSRPSOJ8 IBVDSCO02; IBVDRSO01; 10 (20,8%) cdef 48
IBVDMTO1; IBVDPEQ7 e IBVDRS02 11 (22,9%) cdef 48
IBVDSPO06 12 (25,0%) cdefg 48
IBVDPE11; IBVDSPO1 e IBVDSCO06 13 (27,1%) defg 48
IBVDPE18 14 (29,2%) defgh 48
IBVDSCO1 e IBVDPR10 15 (31,2%) defgh 48
IBVDPEOS 16 (33,3%) efgh 48

17 (37,5%) efghi 48

IBVDSPO3; IBVDSCO04; IBVDSCO5 e IBVDPRO7




IBVDPE17

IBVDSCO7

IBVDPEOS e IBVDRS10

IBVDPEQ9 e IBVDRS04

IBVDPRO2

IBVDPEO4; IBVDPE16 e IBVDPRO6

IBVDPE19

IBVDPEOG6 e IBVDPE13

IBVDPEO3

18 (37,5%) efghi

19 (39,6%) fghi

20 (41,7%) fghi

21 (43,7%) fghi

22 (45,8%) fghi

24 (50,0%) ghi

25 (52,1%) ghi

26 (54,2%) hi

29 (60,4%) |

48

48

48

48

48

48

48

48

48
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TLetras iguais n&do diferem entre si (P>0,05) segundo teste de associagdo de Goodman envolvendo
contrastes entre populagbes multinomiais (Goodman, 1964).

Apesar da diferenca na quantidade de isolados, constatou-se que percentual

de reisolamento dos isolados do Estado de Pernambuco foi diferentes dos demais

estados. Todos os Estados diferiram significativamente da testemunha (TABELA

10).
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TABELA 10 - Reisolamento (incidéncia) de isolados brasileiros de
Phaeomoniella chlamydospora, por Estado, a partir de
fragmentos infectados de ‘Niagara Rosada’ enxertada no
cavalo IAC 766 plagueados em meio de cultura de batata

dextrose agar.

Incidéncia de Total de fragmentos
ISOLADOS P. chlamydospora e plaqueados por
seu percentual tratamento
Testemunha 0 (0,0%) a* 48
Mato Grosso — 1 isolado 11 (22,9%) b 48
Minas Gerais — 1 isolado 10 (20,8%) b 48
Pernambuco — 15 isolados 275 (38,2%) c 720
Séo Paulo — 7 isolados 67 (19,9%) b 336
Santa Catarina — 12 isolados 122 (21,2%) b 576
Parana — 11 isolados 126 (23,9%) b 528
Rio Grande do Sul — 10 isolados 115 (24,0%) b 480

Letras iguais ndo diferem entre si (P>0,05) segundo teste de associacdo de Goodman envolvendo
contrastes entre popula¢gbes multinomiais (Goodman, 1964).

De acordo com os dados da Tabela 11, os isolados diferiam entre si quanto
a agressividade. Essa variabilidade entre os isolados ja foi observada nos dados de
reisolamento dos isolados (incidéncia) (TABELA 9).

A agressividade diferente entre os isolados brasileiros de P. chlamydospora
estd em conformidade com o o trabalho de Pedraza (2010), que caracterizou fungos
associados a doenca de Petri e Esca no vale do Guadalupe, Califérnia, realizando
teste de patogenicidade com diferentes isolados de P. chlamydospora e de
Phaeoacremonium aleophium, na videira Cabernet Sauvignon. Nesse teste, 0s cinco
isolados de P. chlamydospora inoculados provocaram lesées na videira Cabernet
Sauvignon, mas com extensdes diferentes. Essa diferenca observada nos isolados
de P. chlamydospora no estudo de Pedraza (2010) justifica as diferencas de
agressividade e de reisolamento dos isolados brasileiros de P. chlamydospora,
observadas na videira ‘Niagara Rosada’ enxertada no cavalo IAC 766 (TABELAS 9 e
11).
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83

isolados brasileiros de Phaeomoniella

chlamydospora em plantas de ‘Niagara Rosada’ enxertada no

cavalo IAC 766.

ISOLADOS

Pontuagéo do nivel da

doenca e seu

percentual

Testemunha

IBVDSCO7

IBVDSPO8

IBVDPEO9, IBVDPEL15, IBVDSPO5 e IBVDPR02

IBVDMTOL1, IBVDPEO7, IBVDPEOQS, IBVDSPO03, IBVDSPO7, IBVDSCO0S,
IBVDRSO03 e IBVDRS09

IBVDSPO1, IBVDSCO01, IBVDSCO05, IBVDSCO06 e IBVDSC11

IBVDPEL6, IBVDPE1S8, IBVDSCO04, IBVDSCO09, IBVDPRO01, IBVDPRO0S,
IBVDPROS, IBVDPRO09, IBVDPR10 e IBVDRS13

IBVDMGO1, IBVDPEOQ9, IBVDSP02, IBVDSCO02, IBVDSCO03, IBVYDSC10,
IBVDPRO4, IBVDRSO01, IBVDRSO07 e IBVDRS08

IBVDPEOS5, IBVDPEO6, IBVDPE19, IBVDSP06 e IBVDPR11

IBVDPEOS, IBVDPEO4, IBVDPE11, IBVDPE17, IBVDPROS5, IBVDPROG6 e
IBVDRS04

IBVDPEL13, IBVDPRO7 e IBVDRS04

IBVYDSC12, IBVDRS02 e IBVDRS10

4 (16,7%) a*
6 (25,0%) ab
7 (29,2%) abc

8 (33,3%) abc

9 (37,5%) abcd

10 (41,7%) abcd

11 (45,8%) abcd

12 (50,0%) abcd

13 (54,2%) bed

14 (58,3%) bcd

15 (62,5%) cd

17 (70,8) d

'Porcentagens seguidas de uma mesma letra ndo diferem quanto aos isolados e controle (P>0,05).

Escala de notas e percentual da doenca (FIGURA 6): nota 0 = 0% de auséncia de doenca; nota 1 =
0% < doenga < 25%; nota 2 = 25% < doencga < 50%; nota 3 = 50% < doenga < 75%; e nota 4 = 75% <

doenca < 100%.

De acordo com os dados da Tabela 12, os isolados agrupados por Estado

nao demonstraram diferencas entre si quanto a agressividade. Isto sO refor¢ca os
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dados das Figuras 7A e 7B que, apesar de haver quatro grupos distintos na
populacdo brasileira de P. chlamydospora, ha alta homogeneidade entre todos os

isolados. Isso pode explicar o comportamento da agressividade dos isolados
agrupados por Estado.

TABELA 12: Agressividade dos isolados de Phaeomoniella chlamydospora por

estado brasileiro, em plantas de ‘Niagara Rosada’ enxertada no
cavalo IAC 766.

ISOLADOS PONTUACAO
DA DOENCA
Testemunha 4 (16,7%) a*
Mato Grosso — 1 isolado 9 (37,5%) ab
Séo Paulo — 7 isolados 68 (40,5%) b
Santa Catarina — 12 isolados 130 (45,1%) b
Pernambuco — 15 isolados 178 (49,4%) b
Parana — 11 isolados 131 (49,6%) b
Minas Gerais — 1 isolado 12 (50,0%) b
Rio Grande do Sul — 10 isolados 112 (53,3%) b

lPorcentagens seguidas de uma mesma letra ndo diferem quanto aos isolados e controle (P>0,05).
Escala de notas e percentual da doenca (FIGURA 6): nota 0 = 0% de auséncia de doenca; nota 1 =
0% < doenca < 25%; nota 2 = 25% < doencga < 50%; nota 3 = 50% < doenca < 75%; e nota 4 = 75% <
doenga < 100%.
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5 CONCLUSOES

Primeiro relato de P. chlamydospora causando doenca de Petri nos Estados
de Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Mato Grosso, em videira;

A observacao da frente da colonia de P. chlamydospora desenvolvida nos
meio de cultura MEA e BDA é a melhor forma de verificar as suas
caracteristicas. Ha quatro grupos distintos de coldnia, mas prevalecem os
grupos das categorias 1 e 2, que contém as caracteristicas quanto ao
aspecto da colbnia mais descritas no mundo para o fungo;

Os isolados apresentam diferencas quanto as dimensfes de seus conidios,
conidiéforo e clamidésporo nos meios de cultura MEA e SNA. No entanto, as
dimensdes destas estruturas e suas formas estdo dentro dos padrdes
descritos para a espécie P. chlamydospora,;

O meio SNA é mais adequado para a caracterizacdo morfologica, e 0 meio
MEA para a caracterizagdo cultural das colonias dos isolados de P.
chlamydospora,;

A populagéo do fungo P. chlamydospora desenvolve-se melhor na faixa de
temperatura entre 20 a 25°C, com 6timo estimado em 23°C;

A temperatura de 5°C causa fungistase na populacdo de P. chlamydospora.
Ao retornar essa populacdo para a temperatura de 25°C, a mesma cresce
significativamente mais rapido que as cultivadas diretamente a 25°C;

Todos os isolados de P. chlamydospora obtidos sdo patogénicos a videira
‘Niagara Rosada’, mas o reisolameno dos isolados da planta foi
significativamente diverso, bem como a agressividade dos sintomas de cada
isolado na planta. Ao verificar a incidéncia dos isolados do fungo por Estado,
somente o0s isolados de Pernambuco obtiveram reisolamento
significativamente maior comparados aos isolados dos demais Estados. Ao
verificar a agressividade dos isolados do fungo por Estado, em videira, ndo
se constaram diferencas;

A populacao de P. chlamydospora apresenta baixa variabilidade genética.
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