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RESUMO

A vitivinicultura nacional possui enorme importincia cultural e socioecondmica, envolvendo
em sua maioria pequenos produtores rurais, dependentes da produc¢do de uvas, vinhos e do
enoturismo. Santa Catarina ¢ um dos maiores estados produtores de uva no Brasil, somando
uma produgdo de 56.900 toneladas em 2021. Uma parte da producdo do estado, ¢ destinada ao
processamento de vinhos finos, a partir de variedades europeias de Vitis vinifera, em razao da
maior qualidade enoldgica. Porém, as variedades europeias sdo mais suscetiveis a doengas
fingicas, como a podridao da uva madura, do que variedades americanas e asiaticas. A doenga
¢ causada por espécies de Colletotrichum spp., favorecida por condi¢des climaticas de calor e
umidade, causando murchamento das bagas no estagio fenologico de matura¢do. Visando
diminuir os custos e as perdas de producdo além dos riscos causados pelos fungicidas e
assegurar maior sanidade e qualidade enoldgica dos vinhos, as variedades PIWI, resultantes do
retrocruzamento de variedades de V. vinifera, com variedades americanas e/ou asidticas,
possuem resisténcia ao mildio e oidio. Porém, tais variedades ndo possuem genes de resisténcia
mapeados para a podriddo da uva madura. Nesse contexto, o presente projeto tem como objetivo
desenvolver e validar uma escala diagramatica para avaliagdo fenotipica de severidade de
sintomas da podriddo da uva madura e caracterizar morfo-anatomicamente bagas de diferentes
variedades de uva, correlacionando com a sensibilidade ao patéogeno. Para isso, foi
desenvolvida uma escala diagramatica para a podriddo da uva madura em laboratério com
variedades de videira e distintas coloragdes de baga, inoculadas com o isolado GL VI 19
(Colletotrichum spp.,). Apés dez dias de acompanhamento e fotos diarias da evolugdao dos
sintomas, as imagens foram inseridas no software R (pacote Pliman). A validagdo da ED foi
realizada com base nas notas dadas por avaliadores aleatdrios para os sintomas de bagas com e
sem o auxilio da ED desenvolvida. Os dados coletados foram utilizados para andlise de precisdo
e acuracia da escala. As varidveis de espessura da epiderme e da camada de cuticula das
variedades Bronner, Calardis Blanc, Prior, Regent e Vitis shuttleworthii foram fotografadas em
microscopia Optica e eletronica de varredura e medidas no software Image J e as analises
estatisticas entre as variedades, tipos de cortes e anos de avaliagdo foram realizadas no software
R, assim como nas analises de sensibilidade dessas variedades ao isolado de Colletotrichum
spp., (GL_VI 19). A escala diagramatica (ED) desenvolvida para avaliacdo fenotipica da
podridao da uva madura em bagas de Vitis spp., demonstrou eficacia, especialmente em bagas
de coloracdo branca, evidenciando maior precisdo e acurdcia nas analises. Entretanto, ajustes
sd0 necessarios para melhorar a aplicabilidade do modelo em bagas de coloracao rosé e tinta.
Ja as andlises de espessura das camadas de cuticula e epiderme, exibiram a espécie cultivada de
V. shuttleworthii (P14407) com maiores valores de espessura nas duas metodologias de analise,
seguidas das variedades Prior, Bronner, Regent e Calardis Blanc, onde Bronner e Prior
demonstraram maior suscetibilidade, enquanto Calardis Blanc e PI 4407 exibiram alta
resisténcia. Por fim, os resultados da andlise de trilha indicam uma correlagdo fraca entre a
severidade da podridao da uva madura e as camadas de epiderme e cuticula, exibindo uma
correlagdo forte entre severidade e as caracteristicas genéticas das variedades testadas,
sugerindo que os mecanismos genéticos afetam de forma preponderante a resisténcia a podridao
da uva madura. Dessa forma, os dados exibidos neste estudo, sdo importantes para a selecao e
o desenvolvimento de variedades resistentes a podridio da uva madura, favorecendo o
desenvolvimento de uma viticultura nacional mais sustentavel.

Palavras-chave: Vitis, Colletotrichum, Fitopatologia, Microscopia, Resisténcia.



ABSTRACT

National viticulture is of enormous cultural and socio-economic importance, involving mostly
small rural producers who depend on the production of grapes, wines and enotourism. Santa
Catarina is one of the largest grapes producing states in Brazil, with a total production of 56,900
tons in 2021. Part of the state's production is destined for the processing of fine wines from
European varieties of Vitis vinifera, due to their higher oenological quality. However, European
varieties are more susceptible to fungal diseases, such as ripe grape rot, than American and
Asian varieties. The disease is caused by species of Colletotrichum spp. and is favored by hot
and humid weather conditions, causing the berries to shrivel at the ripening stage. To reduce
production costs and losses, as well as the risks caused by fungicides, and to ensure greater
health and oenological quality of the wines, PIWI varieties, resulting from the backcrossing of
V. vinifera varieties with American and/or Asian varieties, have resistance to downy mildew
and powdery mildew. However, these varieties do not have resistance genes mapped for ripe
grape rot. In this context, this project aims to develop and validate a diagrammatic scale for
phenotypic evaluation of the severity of symptoms of ripe grape rot and to characterize morpho-
anatomically the berries of different grape varieties, correlating them with sensitivity to the
pathogen. To this end, a diagrammatic scale for ripe grape rot was developed in the laboratory
with grape varieties and different berry colors, inoculated with isolate GL VI 19
(Colletotrichum spp.,). After ten days of monitoring and daily photos of the evolution of
symptoms, the images were inserted into the R software (Pliman package). The ED was
validated based on the scores given by random evaluators to the berry symptoms with and
without the aid of the ED developed. The data collected was used to analyze the scale's precision
and accuracy. The thickness of the epidermis and cuticle layer of the Bronner, Calardis Blanc,
Prior, Regent and PI 4407 (V. shuttleworthii) varieties were photographed using optical and
scanning electron microscopy and measured using Image J software. The statistical analyses
between the varieties, types of cut and years of evaluation were carried out using the R software,
as well as the sensitivity analyses of these varieties to the Colletotrichum spp. isolate
(GL VI 19). The diagrammatic scale (DS) developed for the phenotypic assessment of ripe
grape rot on Vitis spp. berries proved to be effective, especially on white berries, showing
greater precision and accuracy in the analyses. However, adjustments are needed to improve
the applicability of the model to rose and ink-colored berries. The analysis of the thickness of
the cuticle and epidermis layers showed the cultivated variety of V. shuttleworthii (P1 4407)
with the highest thickness values in both analysis methodologies, followed by the Prior,
Bronner, Regent and Calardis Blanc varieties, where Bronner and Prior showed greater
susceptibility, while Calardis Blanc and PI 4407 showed high resistance. Finally, the results of
the path analysis indicate a weak correlation between the severity of ripe grape rot and the layers
of epidermis and cuticle, while showing a strong correlation between the severity and the
genetic characteristics of the varieties tested, suggesting that genetic mechanisms
predominantly affect resistance to ripe grape rot. Thus, the data shown in this study are
important for the selection and development of varieties resistant to ripe grape rot, favoring the
development of a more sustainable national viticulture.

Keywords: Vitis, Colletotrichum, Phytopathology, Microscopy, Resistance.
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1. INTRODUCAO GERAL

A vitivinicultura exerce um importante papel no desenvolvimento socioecondmico
nacional, envolvendo atualmente cerca de 30.000 familias, sendo pequenos produtores rurais,

dependentes da vitivinicultura e enoturismo para obtengdo de emprego e renda.

Contudo, as videiras sao suscetiveis a muitas doengas, notadamente as variedades de
Vitis vinifera, que sao acometidas pelas doencas fungicas, tais como mildio, antracnose, oidio,
ferrugem, podriddo cinzenta e a podriddo da uva madura. Essa ultima, por sua vez, é causada
por espécies pertencentes a diversos complexos de Colletotrichum spp. Que se encontram
associados a certos sintomas visiveis nas bagas de variedades de uva, a partir de sua maturagao
fenologica. Esse fungo ¢ favorecido por condi¢des climaticas de calor e umidade e seus
sintomas se expressam em manchas na baga da uva, em estado de amadurecimento, tornando-

as murchas e apodrecidas, afetando a produtividade e qualidade da uva.

Dessa forma, o cultivo de variedades europeias para a producdo de vinhos finos no
Brasil, comparativamente aos paises europeus, necessita de maiores aplicagdes de fungicidas,
aumentando o custo da produgdo e expondo o produtor, os consumidores € 0 meio ambiente a
sérios riscos. Diante do cenario global, a Agenda 2030, assumida por diversos paises, sendo um
deles o Brasil, propoe, além da redu¢do do uso de agrotoxicos nos cultivos agricolas, o aumento
da eficiéncia e resisténcia de variedades, favorecendo um crescimento econémico mais

sustentavel.

Nesse contexto, as variedades PIWI, do alemdo (Pilzwiderstandsfihig Rebsorten),
significam variedades de videira que apresentam resisténcia parcial ao mildio e oidio, que ja
foram desenvolvidas na Italia, Austria, Hungria e na Alemanha, entre outros. Tais variedades
resultaram de selecdes de plantas de populagdes segregantes oriundas de cruzamentos entre
espécies de videira europeias com maior qualidade enoldgica e espécies americanas e asiticas
de maior resisténcia ao mildio e ao oidio. Atualmente, estudos de adaptagao de tais variedades
PIWI estdo sendo feitos no Brasil, principalmente no estado de Santa Catarina. Paralelamente,
o melhoramento genético para a piramidizagdo de genes de resisténcia a doengas fungicas

presentes nesta regido esta sendo feito pela parceria EPAGRI-UFSC.

Contudo, o melhoramento de gendtipos resistentes a podridao da uva madura ainda nao
foi desenvolvido, ja que esta doenga ocorre com mais frequéncia em paises tropicais. Essa

lacuna ¢ tanto um desafio como uma oportunidade para o Brasil. Para subsidiar a eficiéncia do
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J4

melhoramento, ¢ necessario inicialmente superar a falta de conhecimento bésico sobre as
principais podriddes de cacho. Assim, torna-se imprescindivel o aprofundamento de pesquisas
para avancar no conhecimento cientifico sobre a podridao da uva madura (Colletotrichum spp).
Os resultados auxiliardo na obtengdo de genoétipos resistentes a esta doenga. Com o cultivo
destas novas variedades, havera redu¢ao das perdas nas produgdes e diminui¢ao dos custos de
produgdo, pois o numero de aplicagdes de fungicidas diminuird, comparativamente ao que se
usa com as variedades atualmente em cultivo. Além disso, os impactos nocivos dos agrotéxicos

a saude do produtor, consumidor e do planeta terra também serda menor.

A busca por fontes de resisténcia ¢ o passo inicial a ser dado. Dessa forma, estudar
sistema de defesa da planta ¢ imprescindivel. As plantas possuem mecanismos de defesa contra
estresses bidticos e abidticos, como as barreiras estruturais formadas pelos componentes da
epiderme, parede celular externa, camada de cuticula e cera epicuticular. Com o uso de analises
de histologia ¢ possivel estudar morfologicamente essas estruturas que auxiliam na protegao
contra a entrada e colonizacdo de patdgenos, como o Colletotrichum spp., possibilitando uma

melhor compreensdo sobre as barreiras e de como elas estdo envolvidas na resisténcia da planta.

A camada mais externa ¢ denominada de cera epicuticular, por estar disposta sobre a
camada de cuticula. Ela possui propriedades hidrofobicas, dificultando a aderéncia do patégeno
ao fruto e a subsequente infec¢do por meio da formagao do apressorio, além de agir como
barreira fisica a entrada de patdogenos, diminuindo a severidade da doenga. Nessa camada estao
dispostos os hidrocarbonetos, que auxiliam na barreira fisica, além de possuirem efeitos
antifingicos. Além disso, o silicio, presente em menor ou maior quantidade na superficie do
fruto, principalmente reforgando a parede celular, também esta envolvido na protecdo da planta,

assim como outros componentes, incluindo os compostos fenolicos e a lignina.

A correlagdo dos dados obtidos por meio de analises de histologia das barreiras externas
com a severidade dos gendtipos ¢ de extrema importancia. Nesse contexto, a escala
diagramatica mostra-se como uma ferramenta altamente vantajosa. Entretanto, ainda ndo ha
disponivel uma escala diagramatica especifica para avaliacdes fenotipicas de severidade da
podriddo da uva madura. Essa caréncia decorre dos estudos com essa doenga € com as
variedades PIWI ainda serem recentes no Brasil, incluindo pesquisas relacionadas a podridao

da uva madura.
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Além de auxiliar nas andlises fenotipicas de severidade, com o objetivo de compreender
melhor o papel das barreiras mecanicas, a escala também ¢ valiosa para a sele¢ao de genotipos
superiores em resisténcia a doengas como a podridao. Ela oferece uma forma mais rapida,
precisa e acurada de avaliagdo, reduzindo os erros nos resultados. Esses avangos contribuem
significativamente para o desenvolvimento de conhecimentos sobre manejos mais sustentaveis
da doenga, incluindo a utilizacdo de variedades de uva em programas de melhoramento genético

para a doenga em questao.

As lacunas de informagdes relacionadas a essa doenca abrangem a diversidade do
patogeno envolvido na infecgdo e a interagdo deste com o hospedeiro. O objeto da presente
Dissertagdo abrange as barreiras mecanicas formadas pela parede celular, cera e cuticula da
planta, a identificando gen6tipos com maior resisténcia mecanica (Capitulo 3 da Dissertagdo),
assim como o desenvolvimento uma escala padronizada para identificacdo de genotipos
resistentes a podridao da uva madura (Capitulo 2 da Dissertagdo). Tais avancos auxiliam na

construgdo de conhecimento sobre manejos mais sustentaveis.

Diante desse cenario, a presente dissertacdo de mestrado contempla a caracterizagcdo
morfoanatomica das bagas e a escala diagramatica para avaliagao fenotipica dos sintomas da

podridao da uva madura, causada por espécies de Colletotrichum spp.

2. OBJETIVO GERAL

Analisar caracteristicas morfologicas quanto a resisténcia a podridao da uva madura e

elaborar uma escala diagramatica

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as variedades utilizadas no presente estudo (Capitulo 1).

e Desenvolver e validar uma escala diagramatica para a podridao da uva madura com
bagas de distintas coloragdes (Capitulo 2).

e Estimar a espessura da epiderme e da cuticula de distintos gen6tipos de videira (Capitulo
3).

e Avaliar a severidade de distintos genotipos de Vitis spp. a um isolado de Colletotrichum

spp. (Capitulo 4).
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e Avaliar o periodo de incubacdo do isolado de Colletotrichum spp. a distintos gendtipos
de Vitis spp. (Capitulo 4).
e Correlacionar a severidade e o periodo de incubagdo com a espessura da camada da

epiderme e da cuticula (Capitulo 4).

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A VIDEIRA E A VITIVINICULTURA

As variedades de Vitis vinifera, também conhecidas como videira-europeia, sao as mais
cultivadas no mundo. Pertencente a familia Vitaceae e ao género Vitis, que abrange pouco mais
de 30 espécies, sendo a V. vinifera a espécie de videira mais antiga cultivada pelo homem

(Souza, 1996).

A vitivinicultura tem apresentado expansdo no Brasil, ocupando atualmente uma area
de cerca de 84.000 hectares, representando 1% de toda area cultivada no pais, com producao
anual de cerca de 1.400 toneladas, sendo 40% destinada ao processamento para producao de
vinhos e espumantes. Apesar do estado do Rio Grande do Sul ser o maior produtor de uva no
Brasil, Santa Catarina tem se destacado nos ultimos tempos, estando atualmente inserida no
quarto lugar de maior produtor de uvas e o quinto em area plantada no pais (IBGE, 2021; Wiirz,

2018).

No estado de Santa Catarina, até o ano de 2021, o total de areas destinadas ao cultivo de
uva somavam 3.911 ha com uma produg¢do de 56.900 toneladas, sendo o municipio de Tangara
o maior produtor (IBGE, 2021). Nesse estado, as regides com altitudes acima de 900 metros
tém ganhado destaque nacional na producdo de vinhos finos, por apresentarem condi¢des
climaticas diferenciadas das demais regides viticolas. As condi¢des nesta altitude sao mais
amenas, provocando um desenvolvimento lento do fruto, como reproducdo, brotacdo e
maturacdo, culminando em qualidade enologica. A maturagdo tardia favorece maior
concentragdo de agucar, ja as noites frias auxiliam em uma maior coloragdo e acidez (Vianna,

2016).

A vitivinicultura possui grande importancia socioecondmica, devido a capacidade de
geragao de emprego e renda, principalmente no setor da agricultura familiar, maior produtor de

uva no Brasil, englobando cerca de 30.000 familias que dependem principalmente dessa cultura
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(Zanus, 2015). Além disso, o turismo em areas rurais, como ¢ o caso do enoturismo, valoriza a
cultura local e a biodiversidade da regido, servindo também como complemento de renda das

familias de pequenos produtores envolvidos na vitivinicultura (Tonini et al., 2021).

A producdo de vinhos finos utiliza variedades de uvas europeias (V. vinifera) como
Merlot, Cabernet Sauvignon e Chardonnay. Porém, tais variedades apresentam maior
suscetibilidade a doencas fingicas do que as variedades de V. labrusca, sendo necessario
maiores aplicagdes de fungicidas (Schneider; Kaltbach; Costa, 2021). O uso excessivo desses
produtos quimicos pode resultar na selecdo de patdogenos resistentes, provocar danos a saude
dos consumidores e produtores € ao meio ambiente. Além disso, as aplicagdes de fungicidas
chegam a representar 30% de todos os custos necessarios para a producao da videira (Chavarria;

Santos, 2013).

3.2 PODRIDAO DA UVA MADURA

O cultivo de uvas finas, como mencionado anteriormente, ¢ comumente afetado por uma
série de patogenos causadores de doencas que comprometem a qualidade e produtividade da
uva. As principais doencas causadas por agentes fingicos sao o mildio (Plasmopara viticola),
antracnose (Elsinoé ampelina), podridao cinzenta (Botrytis cinerea, anamorfo Botryotinia
fuckeliana), oidio (Uncinula necator), ferrugem (Phakopsora euvitis), fusariose (Fusarium
oxysporum f. sp. herbemontis) e a podridao da uva madura, causada por uma diversidade de

espécies do género Colletotrichum spp. (Wiirz, 2018).

Estudos relatam em V. vinifera e V. labrusca, na Serra Gatlcha, seis espécies de
Colletotrichum spp, sendo eles: C. fructicola, C. kahawae e C. viniferum (Complexo
Gloeosporioides), C. limitticola, C. nymphaeae (Complexo Acutatum) e C. karstii (complexo
Boninense). Anteriormente, a doenca era atribuida ao agente fungico Colletotrichum spp.

(Anamorfo: Glomerella cingulata) (Echeverrigaray et al., 2020).

A podridao da uva madura € uma das principais podriddes de cachos no Brasil, causando
grandes perdas na cultura da videira. Como a ocorréncia de surtos dessa doencga ¢ favorecida
em locais de clima quente e imido, ¢ de extrema importancia relatar que o Relatorio do IPCC
de 2022, aponta as mudangas climaticas mundiais de temperatura e precipitacao, indicando o
aumento na temperatura meédia global entre 1,8°C e 4,0°C. Tais indices favorecem o

aparecimento de surtos da podridao da uva madura (Carvalho et al., 2011; Milholland, 1994).
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A doenga ¢ caracterizada pelo aparecimento de manchas formadas por acérvulos
subepidérmicos de coloragdo marrom em forma de disco ou almofada, geralmente contendo
espinhos ou cerdas, diferindo do género Gloeosporium que se espalham pelas bagas de uvas,
tornando-as murchas. Desses acérvulos surge uma massa rosea ou salmao, os conidios, que sdo

hialinos e unicelulares, podendo se apresentar na forma ovoide ou oblongo (Hanlin, 1998).

A infecg¢do pode ocorrer em qualquer estagio de desenvolvimento da uva, permanecendo
latente até o estagio de maturagdo da fruta. Esse patogeno ¢ favorecido por condigdes de
umidade na fase final de maturagdo e seu controle inclui, além de evitar as condi¢des que
predispdem ao aparecimento da doenca, isolar as bagas infectadas do restante da produgao,
manter um maior espacamento, manter adubagao e podas adequadas, além de utilizar controles

biolégicos e quimicos como os fungicidas (Garrido, 2004).

O género Colletotrichum spp. € o Unico membro da familia Glomerellaceae, sendo
considerado cosmopolita. Possui enorme diversidade de espécies e complexos, infectando mais
de 30 géneros de plantas, principalmente frutiferas. J4 foram identificadas 218 espécies de
Colletotrichum spp. divididas em 14 complexos, com exce¢do de algumas espécies
consideradas individualmente (Jayawardena et al., 2021). Recentemente o género foi incluido
na lista dos dez fungos patogénicos mais importantes do mundo, levando em consideragao sua
importancia econdmica e relevancia cientifica, possuindo uma enorme diversidade de formas
de sobrevivéncia e de vida, podendo se associar a uma grande variedade de plantas, exibindo

dois modos de nutri¢ao: o biotrofico e o necrotréfico (Carboni, 2018).

Alguns estudos estdo sendo desenvolvidos atualmente, visando identificar a diversidade
de espécies relacionadas a doenga. Tais estudos englobam a variagao morfologica de conidios
e coldnias, inferindo a existéncia de diferentes complexos e espécies do Rio Grande do Sul
(Echeverrigaray et al., 2020). Atualmente as espécies de Colletotrichum spp. sdo inseridas em
11 complexos, clados subgenéricos monofiléticos, sendo eles: Boninense, Acutatum,
Dematium, Destructivum, Gigasporum, Gloeosporioides, Graminicola, Orbiculare,

Spaethianum, Truncatum e Cliviae (Carboni, 2018).

Essas espécies sao agrupadas nos complexos inicialmente com base nas caracteristicas
morfoldgicas, onde as espécies do complexo C. gloeosporioides apresentam conidios
cilindricos e coloragcdo marrom-claro, cinza-escuro, cinza-claro, salmao e branco; o complexo

C. acutatum dispde de conidios fusiformes, cilindricos e retos, coloracao salmado e o C.
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boninense exibe uma coloragdo marrom-escuro ¢ cinza, com conidios cilindricos a clavados.
Além disso, caracteristicas de densidade, altura micelial da colonia, velocidade de crescimento,
entre outras, sdo utilizadas para classificagdo morfologica em nivel de complexo,
posteriormente confirmado com o auxilio de sequenciamento e filogenia (Junior; Auer; Wolf,

2021).

Quando isolados em meio de cultura, C. gloeosporioides se desenvolve de forma mais
rapida do que C. acutatum, o primeiro apresenta corpo de frutificagdo cinza, marrom, branco e
até mesmo salmao, ja o segundo apresenta corpo de frutificagao tipicamente salmao e creme se
desenvolvendo mais lentamente no meio de cultura (Junior; Auer; Wolf, 2021). Apos a analise
inicial, embasada em caracteristicas morfoldgicas do isolado, sdo utilizados os marcadores
moleculares obtidos do sequenciamento genético e as analises das relacdes filogenéticas, a fim
de comprovar a classificagdo em complexos e, posteriormente, em espécies. Para isso sdo
utilizados diversos marcadores moleculares, como a regido ITS (Internal Transcribed Spacer),
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), CAL (calmodulina), ACT (actina), CHS
(quitina sintase), ¢ EFla (fator de elongacao 1-a). Porém, ainda ndo ha um consenso de quais
marcadores devem ser utilizados na sistematica do género, levando assim, a certos erros na

classificagdo das espécies (Bezerra, 2019; Damm et al., 2012).

A maioria das espécies do género Colletotrichum spp. se alimentam de matéria morta
presente no solo, até serem dispersos pela chuva liberando conidios que iniciam a infec¢do ao
entrar em contato com a planta hospedeira. Inicialmente ocorre a germinagao do conidio, que
entra pela cuticula e células da epiderme através da estrutura denominada apressorio. Apesar
de essa ser a forma mais comum, a infec¢cdo também pode ocorrer via estdmatos e ferimentos,
sem que haja a formagdo da estrutura especializada, o apressorio. Apds a infec¢do, o fungo
desenvolve hifas primarias e secundarias, matando as células infectadas, sem fase biotrofica,
porém, alguns fungos, denominados de hemibiotroficos, se comportam inicialmente como
biotréficos, infectando com as hifas primarias, sem matar as células e se tornando necrotroficos

em seguida, destruindo e matando as células no caminho (Medeiros, 2008).

No estagio hemibiotrofico, a fase biotrofica ¢ denominada quiescente, onde o fungo
permanece no hospedeiro sem causar danos durante seu estagio de desenvolvimento. Apos o

inicio da maturagdo, devido a estimulos da planta, como a diminuicdo dos compostos
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antifungicos (polifendis e fitoalexinas, por exemplo) e outros fatores, o fungo inicia seu estagio

necrotréfico (Oliveira, 2017).

3.3 DEFESAS DA PLANTA

Através de sinais, a planta hospedeira desencadeia uma série de respostas contra o
invasor. Dessa forma, a planta que tem maior capacidade de atrasar ou evitar a entrada do
patégeno, assim como limitar sua atividade, ¢ definida como resistente. Sdo varios os
mecanismos que contribuem para a resisténcia da planta a patdogenos, como a presenca €
espessura da camada de cera e da cuticula, além de modifica¢des na parede celular, como maior
deposi¢do de lignina, extensina e suberina, dificultando a degradac¢do pelas enzimas do
patdgeno, criando uma barreira para os nutrientes chegarem ao patogeno, exercendo um efeito
toxico sobre o patdgeno a partir de seus precursores, além de poder conduzir a lignificacao de

estruturas do patdogeno (Amorim et al., 2011).

Os mecanismos de defesa podem ser estruturais, que se constituem em barreiras fisicas
a penetracdo e colonizagdo pelo patdégeno, ou mecanismos bioquimicos, pré-formados ou

formados a partir de sinais ap0s a infec¢do (Amorim et al., 2011).

Os compostos fenolicos, fitoalexinas, liberagdo de espécies reativas de oxigénio,
flavonoides, antocianinas, polifenois e hormoénios como 4cido jasmoénico, acido salicilico e
etileno, sao mecanismos bioquimicos de defesa e auxiliam na defesa da planta contra patégenos
(Barros et al., 2010; Nicholson; Hammerschmidt, 1992; Stangarlin, 2011). Entender melhor os
mecanismos de acdo dessas substincias e a combinagdo delas na defesa da planta, permite o
desenvolvimento de estratégias de manejo mais sustentdveis e menos dependentes de produtos

quimicos sintéticos.

Estudos também relacionam maior resisténcia de plantas e alta concentra¢ao em silicio
com a atuacao desta no corpo do hospedeiro, proporcionando impedimento fisico e maior
acumulo de compostos fenodlicos e lignina no local da infec¢do, além de auxiliar no
espessamento da parede celular com a deposi¢do da silica (Barros et al., 2010; Pratissoli et al.,
2007). Algumas plantas quando cultivadas em ambientes com alta concentragdo de silica,
absorvem-na, depositando no espago intercelular da epiderme, formando uma barreira a

penetragdo de hifas (Stangarlin et al., 2011).
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A parede celular exerce a fungdo de fornecer resisténcia mecanica e estruturagdo da
célula. As paredes possuem microfibrilas de celulose e estdo envoltas em uma matriz amorfa

que consiste predominantemente de polissacarideos e material proteico (Nunan et al., 1997).

Além da parede celular, as plantas possuem diversos mecanismos de defesa e prote¢ao
contra estresse bidticos e abiodticos, um deles ¢ a cuticula que cobre a parede celular externa das
células epidérmicas. Ela ¢ formada principalmente pela cutina, um polimero de ésteres de
acidos graxos hidroxi. Associada a essa camada estd externamente a cera (Chambers;
Possingham, 1963; Rosenquist; Morrison, 1989). Na videira, o principal componente da cutina

sdo os ésteres de acidos graxos C16 e C18 (Walton; Kolattukudy, 1972).

A camada de cera ¢ hidrofobica e possui uma série de plaquetas de cera sobrepostas; o
tamanho e a complexidade das plaquetas diferem entre espécies, partes da planta e do estagio
de maturagdo (Chambers; Possingham, 1963). A cuticula e a cera possuem a fung¢ado de restringir
a perda de dgua e solutos dos tecidos interiores. Essa camada também protege contra a adesao
e a entrada de patdgenos, como os fungos, dificultando a ancoragem pela superficie hidrofobica
com maior escoamento superficial de d4gua e com cristais de cera. Tais caracteristicas podem
influenciar a intera¢do patdogeno-hospedeiro, sendo na maioria das vezes, um fator contribuinte

da resisténcia da planta contra o patdégeno (Mendgen, 1996).

O desenvolvimento da camada de cuticula inicia-se na pré-antese ao cobrir a parede
celular das células epidérmicas do ovdrio, apds a antese, os frutos contém cristais de cera
epicuticular, que ¢ uma espécie de cera armazenada para a expansdo do tecido, os estagios
seguintes tornam a camada de cera mais fina e uniforme (Casado; Heredia, 2008). As ceras
podem ser intracuticulares, quando incorporadas a camada de cutina, e epicuticulares, quando
externamente a camada da cuticula. Incluem diversos compostos hidrofobicos e moléculas

lipoidais (Rustioni; Maghradze; Failla, 2012).

Estudos relacionam as variagdes de suscetibilidade das uvas as podriddes de cacho com
o arranjo das células peliculares, da espessura cuticular e da densidade das camadas de cera e

cuticula das cultivares (Commenill; Brunet; Audran, 1997).

3.4 IDENTIFICACAO DE BARREIRAS MECANICAS DE DEFESA

Diante disso, a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) permite analisar a

espessura da parede celular de plantas, assim como a camada de cuticula e cera epicuticular,
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responsaveis pela protecdo contra patdgenos e a evapotranspiragdo. Por meio da microscopia
eletronica, descobriu-se que a maioria das ceras epicuticulares sdo formadas por estruturas
tridimensionais, podendo ser bidimensionais, variando em morfologia e espessura, podendo ser
de 0,5 a 100 um. Para essas andlises, um feixe de elétrons extremamente estreito varre a
amostra, construindo a imagem que possui ampliagdo de até 300.000 vezes, sendo ideal para

analisar estruturas externas (Castro et al., 2002).

Além disso, a varredura pelo feixe de elétrons permite a analise de elementos quimicos
presentes por meio da espectroscopia por dispersdo de energia (EDS - Energy Dispersive
Spectroscopy). Por meio da analise de EDS da camada externa da epiderme vegetal € possivel
identificar os elementos quimicos presentes. Alguns elementos, como o silicio, sao relacionados
a uma maior protecdo contra patdégenos. Esse componente ¢ absorvido do solo e armazenado
na parede celular da planta. Além de lhe proporcionar outros beneficios, essa estocagem esta
relacionada com uma maior resisténcia a fatores abioticos de estresse, além de exercer o papel

de reforco da parede celular, dificultando a entrada de patdégenos (Gomes et al., 2008).

3.5 IMPACTOS DA DOENCA NA PRODUTIVIDADE E QUALIDADE
ENOLOGICA

A podridao da uva madura foi relatada pela primeira vez em 1891 nos Estados Unidos
da América (EUA) e rapidamente se difundiu para todos os locais onde suas espécies
hospedeiras (V. labrusca, V. vinifera e V. rotundifolia) sao cultivadas (Daykin; Milholland,
1984; Southworth, 1891), como Australia, Japao, Coréia e EUA (Miele; Rizzon, 2013).

No Brasil a doenga ocorria em niveis baixos até os anos 2000. Porém, a incidéncia da
doenga aumentou muito nas ultimas décadas, principalmente em locais e anos de maior umidade
e temperatura. Além disso, com as previsoes sobre as mudangas climaticas, ¢ observado que
essa doenca serd uma das mais incidentes em regides de altas altitudes do sul do Brasil (Bois et

al., 2017; Garrido; Sonego, 2004).

Estimar a perda econdmica derivada dessa doenga ¢ dificil, devido a falta de
informagoes e a especificidade de cada regido de cultivo, variedade e espécie do patdgeno.
Porém, na Carolina do Norte, Daykin e Milholland (1984) estimaram uma perda de 10% para
a V. rotundifolia. Na Australia estima-se que as perdas de producao causadas pela podridao de
cacho em geral de uvas viniferas chegam a 17 milhdes de dolares por ano, sendo que 1 milhdo

¢ atribuido a reducdo da qualidade da uva (Meunier; Steel, 2009).
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A perda econdmica se da pelo incremento de aplicagdes quimicas, pelo descarte de
frutos infectados durante a maturacao e pela diminuicao da qualidade da uva e do vinho gerados
a partir desses materiais infectados, de modo que baixos niveis de infecgdes ja sao prejudiciais
a qualidade enolodgica. No vinho tinto, uma infec¢ao de 1,5% das bagas por C. acutatum atribui
um carater sensorial de maior adstringéncia e amargor, além de afetar a colora¢do do vinho

(Meunier; Steel, 2009).

Por outro lado, a infecgdo afeta os vinhos brancos de outra forma, visto que esses nao
necessitam de fermentacdo em contato com as cascas dos frutos. Nesses vinhos, ¢ relatada a
oxidagdo de caracteres aromaticos e a obtengao de aromas terrosos (Bock et al., 1986; Guerche

et al., 2006) na infec¢do por Botrytis cinerea.

Como a maioria dos estudos sensoriais sobre os efeitos dos processos metabolicos da
podriddao de cacho na vinificagdo sdo oriundos de bagas infectadas a campo, determinar os
efeitos especificos desses patogenos ¢ dificil, pois no campo outros patdogenos agem em

conjunto (Steel; Blackmane; Schmidtke, 2013).

O vinho elaborado a partir de uvas com sintoma de podridao da uva madura possui
um aroma de mofo, além de apresentar niveis elevados de glicerol, acidez volatil, maior
concentragao de alcool, dcido gluconico, acido malico e agucar residual. Além disso, as uvas
infectadas ddo origem a um vinho com uma coloragdo mais marrom, provavelmente associado
a dessecacgdo dos frutos infectados e a modulacdo 4cida ou a oxidacao dos compostos fenolicos
(Meunier; Steel, 2009). Essas caracteristicas sdo percebidas durante analises sensoriais. Em
um estudo de Meunier e Steel (2009), durante a analise sensorial os provadores perceberam
claramente uma diferenca entre o vinho produzido com frutas sds e o vinho produzido a partir
de 3% das frutas afetadas. O vinho infectado foi descrito como sendo mais amargo, aspero, de

coloragao menos vermelha e com uma menor intensidade de sabor da fruta.

Diante disso, o controle da doenga ¢ imprescindivel, porém ndo existem muitas
alternativas de controle eficiente. O controle quimico ¢ o mais utilizado, sendo aplicado desde
a floracao até a colheita, porém, como essa doenga ¢ causada por uma grande diversidade de
espécies de Colletotrichum spp., diferindo em sensibilidade ao fungicida utilizado (Dowling et
al., 2020), mesmo o complexo C. gloeosporioides sendo o complexo mais prevalente no Brasil.
Altas doses sdo aplicadas resultando na sele¢do de isolados resistentes e um controle cada vez

menos eficiente (Echeverrigaray et al., 2020; Lopes et al., 2015).



28

Diante desse cendrio, a disponibilidade de escala para avaliagdo fenotipica dos sintomas
da podridao da uva madura, causada por espécies de Colletotrichum spp., uma das doencas
fingicas que mais acometem as viniferas no Brasil, ¢ essencial na tomada de decisdes para
manejos mais sustentaveis, indicando gendtipos de maior resisténcia para certas regides de
maior ocorréncia do patégeno, ou até mesmo na utilizagdo desse gendtipo em programas de

melhoramento genético.

3.6 ALTERNATIVAS SUSTENTAVEIS

Para tentar evitar perdas causadas por esses patdgenos sao realizadas muitas aplicagdes
de fungicidas, que muitas vezes sdo executadas de forma incorreta. Além disso, esse tipo de
manejo expoe o produtor, o consumidor € 0 meio ambiente a sérios riscos, selecionando também
patogenos resistentes e acarretando num aumento do custo de producao (Chavarria; Santos,

2013).

Nos ultimos tempos, esse cendrio vem sendo exposto principalmente pelo Painel
Intergovernamental sobre as Alteragdes Climaticas - [IPCC, que ja realizou seu sexto relatorio
em 2022, levantando a questao do aumento das temperaturas globais € a mudanca da amplitude
térmica, devido aos efeitos do aquecimento global. Essas condi¢des climaticas podem acarretar
perdas significativas em diversos cultivos, como da videira, favorecendo maior incidéncia
doencas fingicas, além de prejudicar o desenvolvimento das plantas e a qualidade do produto
final, visto que a escolha da colheita antecipada devido a problemas fitossanitarios diminui a

qualidade da uva a ser processada (IPCC, 2022).

Perante o exposto, o mundo todo vem adotando medidas direcionadas a um
desenvolvimento mais sustentavel. Essa visdo estd exposta na Agenda 2030, objetivos mundiais
que visam nao somente a diminui¢do do uso de agrotdxicos na produgdo de alimentos, mas
também o aumento na produtividade dos cultivos e no desenvolvimento de variedades
resistentes a estresses bioticos e abiodticos, o que podera auxiliar o produtor € a economia, ao

mesmo tempo que diminuird os impactos causados ao meio ambiente (ONU, 2015).

Nesse cenario, programas de melhoramento genético de variedades de uva sdo uma
ferramenta de auxilio a sustentabilidade, promovendo o cultivo de genotipos superiores e

resistentes a patogenos. Com isso, melhoristas de diversos paises como a Italia e Alemanha em
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parceria com pesquisadores brasileiros, vém desenvolvendo variedades denominadas PIWI,
resultantes de retrocruzamentos de geracdo F1, oriundo de cruzamentos entre variedades

americanas € europeias, o que permite conciliar resisténcia as doencas e qualidade enologica.

Para dar seguimento aos programas de melhoramento ha de se identificar alelos de
resisténcia a podridao da uva madura. Para tanto, estudos de distintas caracteristicas associadas
a resisténcia a referida doenca podem contribuir para o desenvolvimento futuro de variedades

também resistentes a podriddo da uva madura.

3.7 AVALIACAO DE SEVERIDADE

Como a podridao da uva madura ¢ uma doenca recorrente no Brasil e no estado de Santa
Catarina, além de ser causada por uma diversidade de espécies (Echeverrigaray et al., 2020),
ainda ndo se tem disponivel uma Escala Diagramatica para avaliacdes fenotipicas de severidade
da doenca em bagas de uva. Este fato ¢ devido ao desenvolvimento e aos estudos com as
variedades PIWI serem ainda recentes no Brasil, incluindo estudos relacionados a podridao da

uva madura, resultando em uma lacuna cientifica e tecnoldgica para o Brasil e o mundo.

Nesse sentido, a escala diagramatica permite avaliar fenotipicamente a severidade de
doengas com acurécia e precisdo, minimizando erros de avaliacdo, sendo esse o primeiro passo
para avaliagdo da doenca e plano de manejo, assim como analisar fenotipicamente os gendtipos

superiores de maior resisténcia (Buffara et al., 2014; Modesto et al., 2020).

As escalas diagramaticas tornam as avaliagdes mais precisas € acuradas, tornando a
estimativa do avaliador situada em um intervalo menor, compreendido entre dois niveis da
escala, diferente do uso sem a escala, onde o avaliador pode atribuir qualquer valor no intervalo
de 0 a 100%. Dessa forma, as escalas diagramdticas contribuem na reducdo do erro na
estimativa visual da severidade da doenca (Amorim et al., 1995). Porém, como as estimativas
de cada avaliador quanto a severidade da doenca pode ser diferente, representando niveis de
precisdo e acurdcia distintas, as escalas diagramaticas devem ser testadas e validadas por

distintos avaliadores, visando comprovar sua eficiéncia (Nutter et al., 1991).

A precisdo e acuracia podem ser medidas com o indice de reprodutibilidade Correlagao

de concordancia de Lin (CCC), Coeficiente de Correlacao Intraclasse (ICC), pelo Coeficiente
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de Determinagdo R?, Estimativa de Erro Absoluto e Fiabilidade Inter-Taxas (Nutter et al., 1991;
Modesto, 2020).

O coeficiente de concordancia de lin (CCC) mede a forg¢a da concordancia entre dois
avaliadores. E um indice de reprodutibilidade, que avalia a concordéncia entre duas leituras da
mesma amostra, medindo a variacdo da linha de 45° até a origem, onde a linha de 45° representa
a situagdo ideal, onde a severidade estimada ¢ igual a severidade real (Lin, 1989). O erro
absoluto, indica a acuracia das avaliagdes, por meio do calculo da severidade estimada menos
a severidade real, de cada avaliador. O Coeficiente de Correlagdo Intraclasse ¢ relacionado a
propor¢do de varidncia atribuivel aos dados avaliados. A partir da andlise de variancia
(ANOVA), esse coeficiente pode ser aplicado ao avaliar diferengas entre intervalos ou
proporg¢des variaveis, diferentes conjuntos de notas, quando hé diversos avaliadores (Gisev;

Bell; Chen, 2013).

O coeficiente de determinagdo R? constitui-se de um percentual da qualidade de ajuste
de um modelo, o qual pode ser usado como um teste para avaliar a existéncia de uma relacao
util entre a variavel resposta e pelo menos uma das variaveis regressoras em um modelo de
regressdo linear (Quinino; Reis; Bessegato, 1991). O Indice de Fiabilidade Inter-Taxas é
relacionado a amplitude com que os avaliadores conseguem identificar dados diferentes em
uma escala de medidas. Com isso é possivel observar a tendéncia das avaliagdes, o que € um
fator mais importante do que o valor absoluto atribuido por cada avaliador, bem como a

variacao entre as avaliagdes e a medida dos erros (Gisev; Bell; Chen, 2013).

Para a videira, ja foram validadas escalas para o Oidio, adaptada por (Magalhaes;
Angelotti; Fernandes, 2010) descrita por Campbell e Madden (1990), para o Mildio da videira
(Buffara et al., 2014) e o descritor OIV452 (OIV, 1997), para a Antracnose (Modesto et al.,
2020), e para avaliagdes a campo de podridoes em geral (Hill et al., 2010), ndo existindo uma
escala especifica para a podriddo da uva madura nem para uso a campo ou para ensaios

laboratoriais.

Até o presente momento, existe uma variedade de V. amurensis com um QTL de
resisténcia para a podriddo da uva madura mapeado. O QTL Cgrl foi identificado no
cromossomo 14 da variedade Shuang Hong, obtida através da populagdo segregante de V.
vinifera ‘Cabernet Sauvignon’ e V. amurensis ‘Shuang Hong’. O QTL Cgrl pode explicar até

19,90% da variancia fenotipica encontrada na populacao F; (Fu et al., 2019).
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4. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Os resultados obtidos foram inseridos nos quatro capitulos da Dissertagdo, que esta

estruturada da seguinte forma:
CAPITULO 1: DESCRICAO DAS VARIEDADES UTILIZADAS NO ESTUDO

CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UMA ESCALA
DIAGRAMATICA PARA AVALIACAO DA PODRIDAO DA UVA MADURA

CAPITULO 3: ANALISE MORFOANATOMICA DE BAGAS DE Vitis spp.

CAPITULO 4: SEVERIDADE DO Colletotrichum spp. EM VARIEDADES DE UVA E
CORRELACAO COM AS BARREIRAS MECANICAS DA FRUTA
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5. CAPITULO 1 - DESCRICAO DAS VARIEDADES UTILIZADAS NO ESTUDO

5.1 INTRODUCAO

As variedades denominadas PIWI, sdo consideradas da espécie Vitis vinifera por
possuirem mais de 90% do genoma de variedades viniferas, restando apenas o gene de
resisténcia das variedades americanas e/ou asiaticas. As PIWI sdo resultantes de cruzamentos
entre variedades americanas e ou asidticas, de onde advém sua resisténcia a patogenos e
viniferas, contribuindo para a alta qualidade enolédgica. Além disso, tais variedades por
possuirem alto grau de resisténcia a patdogenos como mildio e oidio, contribuem na redugao do

uso de fungicidas (Souza, 2018).

As variedades PIWI selecionadas para o presente estudo fazem parte de um projeto
maior em parceria com institutos nacionais e internacionais, sendo estudadas pelo grupo de
pesquisa ha alguns anos. Tais variedades possuem grande potencial enolégico e econdmico no

Brasil, vista a qualidade enoldgica e a resisténcia a doengas com grande incidéncia no pais.

Dessa forma, o objetivo deste capitulo € descrever tragos morfologicos e de resisténcia
dessas variedades, assim como a genealogia de onde provém o background genético dessas

variedades.

5.2 DESCRICAO DAS VARIEDADES

5.2.1 Calardis Blanc

Calardis Blanc ¢ uma variedade de V. vinifera originaria da Alemanha e criada por
Rudolf Eibach e Reinhard Topfer, pesquisadores do Julius Kiihn-Institut (JKI). Os parentais da
variedade, Calardis Musque e Seyve Villard 39-639, foram comprovados através de marcadores
moleculares. A variedade ¢ protegida desde 2018 e seu codigo de registro no Catalogo

Internacional de Variedades de Vitis spp. (VIVC) ¢ 22828.

Possui alelos resistentes piramidados, sendo eles o Ren3 e Ren9, de resisténcia ao oidio
(Erysiphe necator) e os alelos Rpv3.1 e Rpv3.2 relacionados a resisténcia ao patdogeno causador
do mildio da videira (Plasmopara viticola) (Maul et al., 2024). Apresenta resisténcia baixa a

antracnose (Dias et al., 2022) e susceptibilidade a podridao da uva madura (Hilha et al., 2024).
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Possui a baga de coloragao branca, tamanho mediano e estrutura de cacho solto semelhante ao

parental Riesling (Hofer, 2018).

A variedade Calardis Blanc demonstra excelente adaptacao em condigdes de alta
altitude catarinense. Em estudos conduzidos por Giovanni et al. (2023) foi observado que a
Calardis Blanc apresenta brotagdo intermediaria, geralmente ocorrendo na primeira semana de
setembro, em regides de elevada altitude, possuindo um periodo mais prolongado entre a
floragao e o veraison, estendendo-se por cerca de 80 dias. Nessas areas, a variedade tende a
apresentar uma produtividade média de 14,8 toneladas por hectare, exibindo um alto nimero
de cachos. Comparativamente as variedades Felicia e Helios, o estudo constatou que a Calardis
Blanc possui uma menor concentragdo de polifenois totais quando cultivada em altitudes
elevadas de Santa Catarina, aproximadamente 221,6 mg L'!. Quanto ao teor de agticar (Brix),
as uvas desta variedade mostraram-se com uma concentragao inferior as demais, porém se
mantendo entre as altitudes, registrando 16,9 °Brix a 840 metros e 18,3 °Brix a 1250 metros. O
padrdo de brotacao tardio desta variedade, revela uma vantagem em evitar danos causados por

geadas tardias, comuns nessas regioes.

Resultados semelhantes foram encontrados por Souza et al. (2019) e Brighenti et al.
(2019) identificando uma brotacdo intermediaria da variedade Calardis Blanc, com altos indices

de produtividade e adaptagdo as regides de alta altitude catarinense.
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Figura | - Genealogia da variedade Calardis Blanc
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L bl
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Fonte: Adaptado de Maul et al. (2024)

Figura 2 - Aspectos morfologicos da variedade Calardis Blanc

Fonte: Maul et al. (2024)
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5.2.2 Prior

A variedade vinifera Prior também foi criada na Alemanha por Norbert Becker e a
linhagem disponivel pelo criador na plataforma VIVC ainda ndo possui comprovacao
molecular, sendo elas Freiburg 4-61 e Freiburg 236-75. E protegida desde 2004 e seu codigo
na plataforma ¢ 19993. Possui os alelos Ren3, Ren9, Rpv3.1 e Rpv3.3 piramidados para
resisténcia ao oidio e mildio, respectivamente (Maul et al., 2024). Apresenta resisténcia
intermediaria a antracnose (Dias et al., 2022) e baixa suscetibilidade a podridao da uva madura
(Hilha et al., 2024). A variedade possui bagas de tamanho médio e coloragdo vermelha forte,

que formam cachos compactos de alto vigor e rendimento (GROUP ICV, 2012).

A variedade Prior possui resisténcia a antracnose (Elsinoe ampelina) e a podridao negra,
causada pelo patoégeno Phyllosticta ampelicida, devido a presenga da cultivar Merzling em seu
pedigree, assim como a variedade Bronner. A brotacdo desta variedade ¢ classificada como

média/tardia, o que a protege de geadas tardias (Bavaresco et al., 2023).

Figura 3 - Genealogia da variedade Prior
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Fonte: Adaptado de Maul et al. (2024)



43

Figura 4 - Aspectos morfoldgicos da variedade Prior

Fonte: Maul et al. (2024)

5.2.3 Regent

A variedade Regent de V. vinifera foi criada por Gerhardt Alleweldt, pesquisador do
Julius Kiihn-Institut (JKI) na Alemanha. Possui como parentais as variedades Diana e
Chambourcin, com pedigree confirmado por meio de marcadores moleculares, além de possuir

alelos de resisténcia ao oidio e mildio, sendo eles Ren3, Ren9 e Rpv3.1.

A variedade ¢ protegida desde 1994 e seu codigo na plataforma ¢ 4572 (Maul et al.,
2024). Regent ¢ a primeira variedade de uva intitulada de PIWI e possui a piramidagao de alelos
de resisténcia ao mildio e ao oidio. Apresenta resisténcia intermediaria a antracnose (Dias et
al., 2022). E amplamente cultivada na Alemanha e possui bagas de coloragio vermelha forte e

estruturagao do cacho designada de solta.

Assim como Calardis Blanc, Felicia e Helios, a Regent apresenta boa adaptacao ao
estado de Santa Catarina dependendo da altitude (Hofer, 2018; Schneider; Kaltbach; Costa,
2021). A variedade ¢ altamente resistente ao mildio da videira em plantios no sul do Brasil,

exibindo um atraso no aparecimento dos sintomas e na agressividade do patdogeno. No mesmo
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estudo, altos indices de polifenois foram encontrados em Regent, podendo estar relacionados a

niveis mais elevados de resisténcia (De Bem et al., 2016).

Figura 5 - Genealogia da variedade Regent
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Fonte: Adaptado de Maul et al. (2024)

Figura 6 - Aspectos morfologicos da variedade Regent

Fonte: Maul et al. (2024)
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5.2.4 Bronner

A variedade vinifera Bronner foi criada na Alemanha pelo pesquisador Norbert Becker
e contém a piramidacao dos alelos de resisténcia ao oidio € o mildio Ren3, Ren9, Rpv3.3 e
Rpv10, sendo designada uma variedade PIWI. Apresenta resisténcia intermedidria a antracnose
(Dias et al., 2022) e suscetibilidade a podridao da uva madura (Hilha et al., 2024). Possui como
parentais os genotipos Merzling e Geisenheim 6494, sem confirmacdo do pedigree completo
por meio de marcadores moleculares. Seu codigo de identificagdo no Catalogo Internacional de
Variedades de Videira ¢ 17129 (Maul et al., 2024). A variedade Bronner possui as bagas de
coloracdo branca e apresenta alto vigor e rendimento (GROUPE ICV, 2012).

Embora a variedade Bronner apresenta brotacdo geralmente apos a variedade Calardis
Blanc, no inicio de setembro, o que constitui uma caracteristica vantajosa para evitar danos
causados por geadas tardias, comuns nas regioes do sul do Brasil, onde ndo sdao recomendadas
variedades com brotacao precoce para areas de alta altitude em Santa Catarina. Além disso, ¢
menos produtiva em termos de numero e peso de cachos por planta em relagdo as variedades
testadas Calardis Blanc, Aromera, Helios e Felicia. Embora essa morfoanatomia do cacho da
variedade Bronner seja relevante para prevenir a ocorréncia de condi¢des microclimaticas que
favorecem a podridao dos cachos, causada pelo patogeno Botrytis cinerea, isto €, cachos mais
soltos, a variedade ¢ suscetivel a esta doenca, necessitando de colheita antecipada, o que pode

aumentar os teores de acidez tanto na uva quanto no vinho (Brighenti et al., 2019).
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Figura 7 - Genealogia da variedade Bronner
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Fonte: Adaptado de Maul et al. (2024)

Figura 8 - Aspectos morfoldgicos da variedade Bronner

Fonte: Maul et al. (2024)
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5.2.5 PI 4407 - variedade cultivada de Vitis shuttleworthii

Por fim, V. shuttleworthii é uma espécie de videira silvestre origindria dos Estados
Unidos da América (EUA). Populacdes dessa espécie possuem maior resisténcia ao mildio,
oidio, a podridio da uva madura e a outras doencas fungicas comuns na América, em
comparagdo com variedades europeias; porém, a espécie ainda ndo possui genes mapeados ou
piramidados para a podridao da uva madura. Variedades da espécie V. shuttleworthii tém sido
cultivadas em Santa Catarina, uma dessas populagdes apresenta bagas de coloracdo tinta e seu
codigo no BAG da Epagri ¢ P14407. Em testes de inoculagdo, bagas da PI4407 apresentaram
resisténcia a podridao da uva madura, independente do método utilizado (Hilha et al., 2024;

Maul et al., 2024).

Figura 9 - Aspectos morfologicos da espécie V. shuttleworthii

Fonte: Nodari (2023)
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Tabela 1: Genes de resisténcia, genealogia e origem das variedades e selegoes

VARIEDADE RESISTENCIA GENEALOGIA

ALELOS DE COR DA

A DOENCAS BAGA

ORIGEM/

INSTITUTO

BRONNER

PRIOR

REGENT

CALARDIS
BLANC

Vitis
shuttleworthii

Ren3; Ren9; Merzling X

Rpv3.3: Rpvi0  Geisenheim 6494 ~ Dranca

Freiburg 4-61 X

Ren3: Ren9: Freiburg 236-75

Rpv3.1; Rpv3.3 Tinta

Pedigree not
confirmed by markers

Ren3; Ren9, Diana X

Rpv3.1 Chambourcin Tinta

Ren3; Ren9, Calardis Musque X

Rpv3.1: Rpv3.2 Seyve Villard 39-639 Dranca

_ - Tinta

Fonte: Maul ef al. (2024)

Staatliches
Weinbauinstitut
Freiburg Abteilung
Weinbau, Germany

Staatliches
Weinbauinstitut
Freiburg Abteilung
Weinbau, Germany

Julius Kiihn-Institut
(JKI)
Bundesforschungsinstit
ut fiir Kulturpflanzen
Institut fir
Rebenziichtung
Geilweilerhof,
Germany

Julius Kiihn-Institut
(JKI)
Bundesforschungsinstit
ut fiir Kulturpflanzen
Institut fiir
Rebenziichtung
Geilweilerhof,
Germany

P14407, EPAGRI
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6. CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UMA ESCALA
DIAGRAMATICA PARA PODRIDAO DA UVA MADURA

RESUMO

O manejo eficiente de doencgas visando prevenir € minimizar danos requer o uso de ferramentas
analiticas, entre elas, a escala diagramatica (ED). Essas ferramentas sdo essenciais para analises
fenotipicas, mapeamento genético, manejo integrado e estudos epidemiologicos. A eficécia de
um modelo de quantificagdo de danos e sintomas no controle de doengas, como a ED, depende
da acuracia e precisdo, avaliadas por indices estatisticos como Coeficiente de Correlacao
Intraclasse, Coeficiente de Correlagdo de Lin, Fiabilidade Inter-Taxas, Coeficiente de
Determinagdo R? e Aderéncia ao Erro absoluto. Até agora, ndo foi desenvolvida uma ED
especifica para avaliagao fenotipica da podridao da uva madura em condigdes controladas. O
objetivo deste capitulo foi criar e validar uma ED especifica para essa doenga, destinada ao uso
em laboratdrio. Desse modo, a ED foi desenvolvida em software RStudio, a partir de fotos de
bagas com distintas porcentagens da doenga. O software calculou com base na lei de Weber-
Fechner de acuidade visual os limites inferiores, superiores e os niveis intermediarios da escala,
gerando uma escala com 12 niveis de doenga. Para a validagdo da ED, 24 bagas de distintos
genotipos foram esterilizadas e inoculadas com uma suspensdo de conidios dos isolados
GL VI 19 e GL_CU 47 de Colletotrichum. Ao décimo dia, as bagas foram avaliadas por 13
avaliadores aleatorios que deram uma nota em porcentagem da area de doenca na baga
infectada, com e sem o auxilio da ED desenvolvida. Os dados foram compilados e langados no
sofiware R para andlise estatistica. A Correlagdo de Concordancia de Lin das variedades
brancas, mostra que a avaliagdo de severidade da doenga nas variedades de coloragdo branca
com o auxilio da ED, foi mais precisa e acurada do que sem o auxilio da ED desenvolvida,
demonstrando a qualidade de ajuste do modelo desenvolvido e a importancia de um referencial,
que nesse caso foi a ED desenvolvida. O Coeficiente de Determinag¢do R?, revelou que as
avaliagdes foram maiores com a ED do que sem ela, possuindo o valor préximo a 1. O
coeficiente de determina¢do R? das variedades de uva tinta, apresentou em todos os avaliadores,
maior valor com a ED do que sem ela, demonstrando que o modelo precisa de ajustes para
avaliacdo da podriddo da uva madura em bagas de coloragdo tinta. Por fim, o Coeficiente de
Determinagao R? das variedades de uva rosé apresentou para a maioria dos avaliadores valores
de R? iguais nas avalia¢des com e sem o auxilio da ED, demonstrando que o modelo precisa de
ajustes para bagas de coloragao rosada. Por meio do Coeficiente de Correlagdo Intraclasse, foi
constatado que, em geral, o grupo de variedades de bagas brancas com a escala, apresentou um
bom valor de Fiabilidade. Por meio do indice de Fiabilidade Inter-Taxas nota-se que a
amplitude das analises sem a ED foi maior que a amplitude das andlises com a ajuda da ED.
Por fim, os valores de Aderéncia ao Erro Absoluto de todos os avaliadores foram mais precisos
com a ajuda da escala diagramatica, comparativamente ao ndo uso dela. Dessa forma, percebe-
se que o modelo desenvolvido possui boa precisdo e acurdcia, principalmente em bagas de
coloracdo branca e podera ser 1til nos estudos com a podridao da uva madura.

Palavras-chave: Vitis, Acuracia, Grape ripe rot, Precisdo, Colletotrichum, Fenotipagem.
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ABSTRACT

Efficient disease management to prevent and minimize damage requires analytical tools,
including the diagrammatic scale (DS). These tools are essential for phenotypic analyses,
genetic mapping, integrated management and epidemiological studies. The effectiveness of a
model for quantifying damage and symptoms in controlling diseases, such as DS, depends on
accuracy and precision, evaluated by statistical indices such as Intraclass Correlation
Coefficient, Lin Correlation Coefficient, Inter-Rate Reliability, Coefficient of Determination
R? and Absolute Error Adherence. Until now, a specific DS for phenotypic evaluation of ripe
grape rot under controlled conditions has not been developed. The objective of this chapter was
to create and validate a specific DS for this disease, intended for use in the laboratory.
Therefore, the DS was developed in R software, based on photos of berries with different
percentages of the disease. The software calculated, based on the Weber-Fechner law of visual
acuity, the lower, upper limit and intermediate levels of the scale, generating a scale with 12
disease levels. To validate the DS, 24 berries of different genotypes were sterilized and
inoculated with a suspension of conidia of the GL VI 19 and GL CU 47 isolated. On the tenth
day, the berries were evaluated by 13 random evaluators who gave a score as a percentage of
the disease area in the infected berry, with and without the help of the developed scale. The data
was compiled and inputted into R software for statistical analysis. Lin's Concordance
Correlation of white varieties shows that the assessment of disease severity in white varieties
with the aid of the scale was more precise and accurate than without the aid of the developed
DS, demonstrating the quality of adjustment of the developed model and the importance of a
reference, which in this case was the developed DS. The coefficient of determination R?
revealed that the evaluations were higher with the DS than without it, with a value close to 1.
The Coefficient of determination R? of red grape varieties presented a higher value in all
evaluators with DS than without it, demonstrating that the model needs adjustments to evaluate
ripe grape rot in red-colored berries. Finally, the coefficient of determination R? of rosé grape
varieties presented equal R? values to most evaluators in evaluations with and without the aid
of DS, demonstrating that the model needs adjustments for rose-colored berries. Using the Intra-
class Correlation Coefficient, it was found that, in general, the white-colored berries assessment
group with the scale presented a good reliability value. Using the Inter-Rate Reliability index,
it was noted that the range of analyses without DS was greater than the range of analyses with
the help of DS. Overall, in the analysis of Adherence to Absolute Error all evaluators were more
accurate with the help of the diagrammatic scale, comparatively without its use. Therefore, the
developed DS has good precision and accuracy, especially in white berries, and can be routinely
used in grape ripe rot studies.

Keywords: Vitis, Accuracy, Grape ripe rot, Precision, Colletotrichum, Phenotyping.
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6.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento das doengas provocadas por fatores bioticos, como as causadas por
patogenos fungicos, podem ser representadas por um triangulo, onde cada vértice, representado
pela suscetibilidade do hospedeiro, a patogenicidade do invasor e o ambiente favoravel, ¢é
importante no desenvolvimento da doenca. Dessa forma, um controle eficiente refere-se a
prevencao e a minimizagao dos danos causados pela doenga. Porém, para isso, faz-se necessario
o uso de diversas ferramentas eficazes de andlise ¢ quantificacdo dos danos e dos sintomas
dessas doencas, como as escalas diagramaticas, para prever a eficacia dos métodos de controle
utilizados, sendo fundamental para analise de fenotipagem e mapeamento genético, manejo

integrado e estudos epidemioldgicos (Amorim et al., 2011).

Para que um modelo de quantificagdo de danos e sintomas seja eficaz em seu uso no
controle de doengas € necessario que esse forneca resultados acurados e precisos. A acuracia,
refere-se a proximidade entre o valor estimado e o valor real, j4 a precisdo se refere a
reprodutibilidade ou a repetibilidade dos avaliadores. Tais indices podem ser analisados
estatisticamente pelo Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (ICC), Coeficiente de Correlagdo
de Lin (CCC), Fiabilidade Inter-Taxas (TIR), Coeficiente de Determinagdo R? e Aderéncia ao
Erro absoluto. Em geral, tais indices sdo capazes de determinar o grau de precisdo e acuracia

de um modelo de fenotipagem (Del Ponte, 2023).

A Correlagdo de Concordancia de Lin ¢ uma medida estatistica que avalia a
concordancia entre duas escalas de medi¢do. Fornece informacdes sobre a consisténcia e
precisdo das medi¢des com a ED. Um Coeficiente de Determinagdo R? alto indica uma forte
correlagdo entre as variaveis estudadas neste caso (a severidade da podridao da uva madura) e
os valores da escala diagramatica. A medida de precisdo conhecida como Adesdao ao Erro
Absoluto avalia a maneira como os valores observados se ajustam aos valores previstos pelo
modelo. Os valores observados estdo proximos dos valores esperados, de acordo com uma alta

aderéncia ao erro absoluto. Isso indica que a escala diagramatica tem uma boa precisao.

A Fiabilidade Inter-Taxas e a Correlagdo Intraclasse sdo medidas que avaliam a
fiabilidade e a consisténcia das avaliacdes feitas por varios avaliadores. A alta correlagdo intra-
classe e fiabilidade inter-taxas indicam que as medi¢des sdo consistentes e confiaveis
independentemente do avaliador, reforcando a validade e utilidade da ED para estudos de

controle ¢ monitoramento da doenga.
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Até o presente momento ainda ndo foi desenvolvida nenhuma escala diagramatica
especifica para a podriddo da uva madura para avaliacdo fenotipica do desenvolvimento da
doenga em condig¢des controladas a partir da inoculagdo de um isolado. Dessa forma, o objetivo
deste capitulo € desenvolver e validar uma escala diagramatica especifica para podridao da uva

madura, para utilizacdo em laboratorio.

6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Elaboracao da Escala Diagramatica (ED)

Foram coletados, de forma aleatoria, cachos de uva das variedades Niagara Rosada,
Poloskey Muscotaly, Concord, Helios, Calardis Blanc, Felicia, Regent, Sauvignon Blanc,
Souvignier Gris, Prior, Bronner, Sibera, Couderc 13 e P14407 (variedade de Vitis shuttleworthii)
no estagio fenoldgico de maturacio, na Estacdo Experimental da Epagri de Videira/SC. Apoés a
coletas, os cachos de cada variedade foram encaminhados ao Laboratorio de Morfogénese e
Bioquimica do Nucleo de Estudos da Uva e do Vinho (NEUVIN) do Programa de Pos-
Graduagdao em Recursos Genéticos Vegetais (PPG/RGV) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC/CCA) campus de Florian6polis/SC, onde as bagas de uva dos distintos

genodtipos foram retiradas de seus cachos.

As bagas foram desinfectadas por assepsia em ambiente esterilizado, utilizando
hipoclorito de sodio (NaClO) 0,5 % por 10 min, imersdao em alcool etilico 70% por 1 min e em
agua esterilizada por trés vezes. Posteriormente, as bagas foram secas por 30 min em
temperatura ambiente. Na sequéncia, as bagas foram inoculadas com uma gota da suspensao de
conidios, realizada na concentragio de esporos de 10 conidia/mL, com o auxilio da cAmara de
Neubauer e de um microscopio Optico, previamente preparado, e inseridas em ambiente
controlado com temperatura em torno de 25 °C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12h (Cia et

al., 2009).

Cada baga do experimento de inoculagdo foi fotografada diariamente, durante dez dias,
em microscopio estereoscopio (Olympus, SZH10), com camera acoplada (Olympus DP71)
visando obter um banco de dados da evolugdo visual da doenga em cada variedade, obtendo
assim uma diversidade de imagens com porcentagens distintas da doencga. As imagens geradas

desse experimento foram compiladas e separadas em um banco de dados e analisadas pelo
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pacote Pliman programa R (R Core Team, 2023). A funcdo utilizada para a medi¢do da
porcentagem de area afetada foi o indice RGB/NGRDI (Normalized Green Red Difference

Index), o qual analisa o contraste entre o fundo da imagem, a baga sadia e a baga com sintoma.

Com o indice NGRDI o software calculou a porcentagem de area afetada e selecionou
duas imagens, que apresentavam porcentagem maxima € minima, para representar os niveis
superior e inferior da ED. Com esses dados computados, o restante dos niveis de severidade foi
gerado a partir da lei de Weber-Fechner de acuidade visual (Campbell; Madden, 1990), levando
em consideragdo a distribuicao e a frequéncia das lesdes, formando uma escala de bagas brancas

com 12 niveis de severidade a podridao da uva madura.

6.2.2 Validacao da escala diagramatica

Para a valida¢dao da ED foram coletadas bagas de uva das variedades Nidgara Rosada,
Poloskey Muscotaly, Concord, Helios, Calardis Blanc, Felicia, Regent, Prior, Bronner, Couderc
Tinta e Sibera. Foram colhidas de forma aleatéria da Estacdo Experimental da Epagri de
Videira, da safra de 2023/2024, duas bagas de cada variedade descrita acima, totalizando 24

bagas para validacao.

As bagas foram encaminhadas ao Laboratério do NEUVIN, onde foram desinfestadas e
inoculadas separadamente com distintos isolados, GL VI 19 (Complexo acutatum) e
GL _CU 47 (Complexo Gloeosporioides), ambos de Colletotrichum spp., para obtencdo de
distintos niveis de crescimento e evolugdo da doenga. As bagas foram inseridas em ambiente
protegido com luz, temperatura e fotoperiodo controlados, seguindo o protocolo descrito no

experimento de inoculagdo (Cia et al., 2009).

Também foi aberto um convite para a comunidade de discentes e docentes do PPG/RGV
para comparecimento e avaliacdo das bagas, com e sem o auxilio da ED, assim como o
protocolo de Modesto et al. (2020). Paralelamente, foram confeccionados formularios contendo
espago para avaliacdo da area do sintoma, em porcentagem, de 24 bagas por cada avaliador

(Anexo 1).
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Figura 10 - Exemplos de oito bagas brancas das 24 utilizadas para a validagdo da escala
diagramatica, com ou sem sintomas, dez dias ap6s a inoculacdo com a suspensdo de conidios
do isolado GL_VI 19

Legenda: A) Bronner; B) Bronner, sem inoculagdo; C) Calardis Blanc; D) Couderc 13; E) Felicia; F) Poloskey
Muscotaly; G) Helios; H) Sibera. Fonte: Burin (2024)

No décimo dia, compareceram ao Laboratério do NEUVIN 13 avaliadores voluntarios.
A avaliacdo foi realizada em duas etapas: a primeira sem o auxilio da escala diagramatica
desenvolvida, e a segunda, com o auxilio da escala desenvolvida. Em ambas as fases, os
avaliadores atribuiram uma nota expressa em porcentagem da area afetada de cada baga,

avaliada visualmente.

Os dados obtidos foram compilados e inseridos no programa R para analise estatistica
visando estimar os parametros de precisdo e acuracia da escala desenvolvida. Os testes foram
realizados utilizando diversos pacotes do programa R, para as andlises com e sem escala da
Aderéncia do Erro Absoluto, Correlagio de Concordancia de Lin, Correlagdo (R?), Correlagdo
Intraclasse (ICC) e Fiabilidade Inter-Taxas (TIR), comparando com os dados de severidade real
das amostras do dia da avaliagdo, obtidos apos captura de imagens e medi¢ao no software
ImageJ (Modesto et al., 2020; Del Ponte, 2023). Em seguida, os dados de precisao e acuracia
da avaliacdo com e sem a ED foram comparados, visando identificar se as avaliagdes feitas
utilizando a ED, obtiveram um grau de precisdo e acuracia, maior do que a avaliagdo sem o

auxilio dela, visando a validacdo da escala diagramatica elaborada.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Desenvolvimento da Escala Diagramatica

A escala diagramatica (Figura 11) foi desenvolvida no programa R, a partir do Indice
RGB, Normalized Green Red Difference Index (NGRDI) e testes de threshold (limiares fixos
de pixels que melhor representam o sintoma da doenca). O intervalo selecionado foi 1,42; -
0,060. Apos a definig¢do dos intervalos, o script foi rodado para gerar 12 niveis de uma ED de
0 a91,4% de severidade (R Core Team, 2023; Henrich et al., 2009). O valor percentual ao lado
de cada baga na Figura 11 significa a area com sintoma da podriddo da uva madura. E relevante

destacar que esta ED foi elaborada com base nas rotinas desenvolvidas para rodar no programa
R.

Figura 11 — Imagens de bagas utilizadas para o desenvolvimento da Escala Diagramatica para
a podridao da uva madura

0% 1.3%

16.9% 34% 64.1% 65.2%

74 5% 89.7% 91.4%

Legenda: Escala diagramatica desenvolvida no software R. As imagens e variedades foram escolhidas
aleatoriamente pelo software. Valores a esquerda e acima de cada baga indicam a porcentagem da area afetada
pela doenga calculada pelo software. As setas apontam para a area sadia da baga também computadas para
estimar o percentual do sintoma pelo software. Fonte: Burin (2024)
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E possivel perceber que mesmo havendo um grande contraste entre a parte sadia e a
parte com sintomas caracteristicos da podriddo da uva madura, o indice acaba selecionando e
contabilizando como 4rea afetada, pequenas partes sadias da uva (Figura 11, setas). E relevante
mencionar também que somente as bagas brancas obtiveram contraste suficiente para geracao
da escala com melhor selecdo dos sintomas pelo indice gerado pela metodologia usada. As
bagas de coloragao rosada e, principalmente as tintas, nao foram delimitadas de forma eficiente,

sendo retiradas da escala final.

6.3.2 Validacao da Escala Diagramatica

Dez dias apos a inoculagdao era notavel a diversidade de tamanho da area com os
sintomas da doenga podridao da uva madura nas bagas dos distintos genotipos testados, que
foram utilizados pelos 13 avaliadores para avaliar a severidade da doenga. Os valores da
severidade da doenca para todas as 24 bagas disponiveis atribuidos pelos 13 avaliadores

variaram de 0 a 100%.
6.3.2.1 Correlag¢do de Concorddncia de Lin (CCC) e Coeficiente de determina¢do R?

Para a validagdo da ED, os dados da severidade estimada dos avaliadores, com e sem
auxilio da ED desenvolvida, foram separados por coloraciao das bagas. A partir da anélise de
Correlagdo de Concordancia de Lin (CCC) e Coeficiente de determinagdo R?, € possivel avaliar

tanto a precisao quanto a acuracia.

Em geral, € possivel perceber que as estimativas de severidade dos 13 avaliadores foram
mais precisas e acuradas com o auxilio da escala, para o grupo de bagas brancas (Figuras 12 ¢
13). O avaliador 8 obteve maior valor de R? e os maiores valores de limite superior e inferior
(0,88 - 0,98) do intervalo de confianca com o auxilio da escala. Em geral, os limites superiores
do intervalo de confianga do grupo de bagas brancas com o auxilio da escala, foram proximos
de 1 (0,69 a 0,92), ou seja, proximo ao ideal. Ja as avaliagcdes sem o auxilio da escala variaram

de 0,40 a 0,73 no limite superior do intervalo de confianca.

Além disso, a analise de Concordancia de Lin das variedades de coloragdo branca,
demonstram uma prevaléncia de superestimagdo dos valores reais de severidade,
principalmente nas avaliagcdes sem a escala, facilmente visualizados no grafico de dispersao da

Figura 12 e 13.
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Assim como na avaliagdo das bagas brancas, as bagas tintas obtiveram avaliagdes com
maior precisdo utilizando-se da escala diagramatica (Figura 14 e 15). Por exemplo, o avaliador
5 com maior valor de R?, ou seja, o avaliador que obteve maior precisao nas andlises com a
escala diagramatica. J& sem o auxilio da escala, o mesmo avaliador obteve valor negativo de
R2. O mesmo cenario foi identificado nas demais avaliagdes, o que indica uma subestimagao
dos reais valores de severidade, principalmente na avaliagdo sem a escala diagramatica. Assim,
os avaliadores tendem a subestimar os sintomas quando estes foram avaliados sem o uso da

escala diagramatica.

Também ¢ possivel perceber que o avaliador 2 obteve os maiores valores de desvio
absoluto na avaliagdo com e sem a escala, demonstrado pelos pontos distantes da reta de 45
graus. Outro fato a se observar sdo amplos limites do intervalo de confianca nas avaliacdes com
e, principalmente, sem a escala diagramatica, representando grande dispersdao das avaliagdes

entre os avaliadores.

Por fim, o Coeficiente de Correlacdo de Lin (CCC) das variedades de uva rosada,
apresentou predominancia de subestimagdo da severidade real, principalmente utilizando-se da
escala diagramatica desenvolvida. Apesar disso, apresentaram semelhanca nas disposig¢des
quanto a linha da severidade real (Figura 16 e 17). Esse fato ocorre devido ao pequeno esfor¢o
amostral desta categoria. Também ¢ possivel perceber que os avaliadores 3 e 5 apresentaram os

maiores valores de desvio absoluto nas avaliagdes com e sem a escala.
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Figura 12 - Dispersdo dos valores de severidade estimada e coeficiente de determinacdo R? evidenciados na analise de Correlagao de
Concordancia de Lin (CCC) para avalia¢des de bagas de coloragdo branca com o auxilio da escala diagramadtica

Correlagao de Concordancia de Lin (LCC) Coeficiente de Determinagéo R-square
Estimativa de severidade das bagas brancas com a escala diagramatica Brancas com escala

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Severidade estimada (%) Avaliador

1.00 4

0.75 4

(&

abs(desvio)

est

0.95
0.90
0.85
0.80

40
30

Severidade real
R-Square
o
[4,]
o

0.75

0.25 4

o

0.004

o

Legenda: Grafico (a esquerda) de dispersdo dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores com o auxilio da escala diagramatica, comparando com a severidade
real e grafico (a direita) de barras demonstrando o coeficiente de determinag@o R? dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores das variedades brancas com o
auxilio da escala diagramatica. Fonte: Burin (2024).
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Figura 13 - Dispersdo dos valores de severidade estimada e coeficiente de determinacdo R? evidenciados na Analise de Correlagdo de
Concordancia de Lin (CCC) para avalia¢des de bagas de coloragdo branca sem o auxilio da escala diagramatica

Correlagdo de Concordancia de Lin (LCC)
Estimativa de severidade das bagas brancas sem a escala diagramatica

Coeficiente de Determinagédo R-square
Brancas sem escala

1 2 3
' ' : 104
abs(desvio) est

g 0.5

40
° o 0.75
- 30 g
= 0 o r 0.50
] 4
>
] 10 0.25
(%]

0

0.0 =

Severidade estimada (%)

Avaliador

Legenda: Grafico (a esquerda) de dispersdo dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores sem o auxilio da escala diagramatica, comparando a severidade real e
grafico (a direita) de barras demonstrando o coeficiente de determinag@o R? dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores das variedades brancas sem o auxilio
da escala diagramatica. Fonte: Burin (2024).
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Figura 14 - Dispersdo dos valores de severidade estimada e coeficiente de determinacdo R? evidenciados na Analise de Correlagao de
Concordancia de Lin (CCC) para avaliagdes de bagas de coloragdo tinta com o auxilio da escala diagramatica

Correlagdo de Concordancia de Lin (LCC)
Estimativa de severidade das bagas tintas com a escala diagramatica

abs(desvio)
100

75

50

Severidade real

25

0

0 25 50 75 100
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R-square

0.0 1
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Coeficiente de Determinagéo R-square
Tintas com escala

i)

est

0.0

-0.2

-0.4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Avaliador

Legenda: Grafico (a esquerda) de dispersdo dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores com o auxilio da escala diagramatica, comparando a severidade real e

grafico (a direita) de barras demonstrando o coeficiente de determinacao R? dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores das variedades tintas com o auxilio da
escala diagramatica. Fonte: Burin (2024).



Figura 15 - Dispersdo dos valores de severidade estimada e coeficiente de determinacdo R? evidenciados na Analise de Correlagdo de

Concordancia de Lin (CCC) para avaliagdes de bagas de coloragdo tinta sem o auxilio da escala diagramatica

62

Correlagédo de Concordancia de Lin (LCC)

Estimativa de severidade das bagas tintas sem a escala diagramatica Tintas sem escala

3

Coeficiente de Determinagao R-square

0.44

abs(desvio)
100

75

L B e

50

Severidade real
R-square

25

044

-0.8

Severidade estimada (%)

6

7
Avaliador

8

est
0.2
0.1
0.0
-0.1
-0.2

Legenda: Grafico (a esquerda) de dispersdo dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores sem o auxilio da escala diagramatica, comparando a severidade real e

grafico (a direita) de barras demonstrando o coeficiente de determinacdo R? dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores das variedades tintas sem o auxilio da

escala diagramatica. Fonte: Burin (2024).



Figura 16 - Dispersao dos valores de severidade estimada e coeficiente de determinacdo R? evidenciados na Analise de Correlagdo de

Concordancia de Lin (CCC) para avaliagdes de bagas de coloracdo rosada com o auxilio da escala diagramatica
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Legenda: Grafico de dispersdo dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores com o auxilio da escala diagramatica, comparando a severidade real e grafico de
barras demonstrando o coeficiente de determinagdo R? dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores das variedades rosadas com o auxilio da escala
diagramatica. Fonte: Burin (2024).



Figura 17 - Dispersao dos valores de severidade estimada e coeficiente de determinacdo R? evidenciados na Andlise de Correlagao de

Concordancia de Lin (CCC) para avaliagdes de bagas de coloracdo rosada sem o auxilio da escala diagramatica
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Legenda: Grafico (a esquerda) de dispersdo dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores sem o auxilio da escala diagramatica, comparando a severidade real e
grafico (a direita) de barras demonstrando o coeficiente de determinacdo R? dos valores de severidade estimada (%) dos 13 avaliadores das variedades rosadas sem o auxilio
da escala diagramatica. Fonte: Burin (2024).
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Analisando os resultados do coeficiente de determinacao R? (Tabela 2) fica evidente que
os valores de severidade estimada pelos 13 avaliadores nas variedades brancas com o uso da
escala diagramatica, foram mais proximos de 1 (0,61 - 0,93) do que sem a escala desenvolvida
(0 - 0,88). Além disso, o valor de R? nas avaliagdes com a escala do grupo de bagas brancas,
exibiu 53,84% dos valores >0,80, representando um bom coeficiente de determinacdo R?, e
38,4% >0,90, representando um 6timo valor de R?. Ja as avaliagdes sem o auxilio da escala
obtiveram 38,46% dos valores >0,80 ¢ 0% dos valores >0,90. Isso esta de acordo com o
encontrado por Lenz et al. (2009), que verificou menor precisao nas avaliagcdes sem o auxilio
da escala, cujos valores de coeficiente de determinagdo R? estiveram entre 0,34 e 0,73. Tais
valores R? sdo similares aos encontrados no presente estudo nas variedades brancas sem o
auxilio da escala. Ja com o auxilio da ED, o autor verificou valores de R? entre 0,89 ¢ 0,96,

sendo consideradas avaliagdes precisas.

Ademais, a analise do coeficiente de determinacao R? das variedades de coloracgao tinta,
demonstraram que os avaliadores 1, 2, 4, 11 e 13 obtiveram um coeficiente R* maior na
avaliagdo sem a escala (Figura 18). E visivel que as variedades tintas ndo alcangaram um valor
de R? tdo alto como as variedades brancas, sendo o avaliador 8 com valor mais alto (0,58), bem
abaixo do maior valor de R? das variedades brancas sem auxilio da escala, demonstrando que o
modelo precisa de ajustes para avaliagdo da podriddo da uva madura em bagas de coloragdo
tinta. Os valores de severidade estimada pelos 13 avaliadores variaram de 0 a 0,58, bem abaixo
do grupo de bagas brancas com o auxilio da escala, e de 0 a 0,23 para as estimativas sem 0
auxilio da escala desenvolvida, ndo revelando nenhum valor de R? > 0,80. Esses valores de R?

sao considerados baixos e revelam que o modelo necessita de ajustes quanto a precisao.

Por fim, a analise do coeficiente R? das variedades de coloragdo rosada, demonstraram
uma grande quantidade de avaliagdes com valores de R? proximos a 1, tanto com ou sem o
auxilio da escala desenvolvida. Este resultado exibe a necessidade de ajustes ao modelo, para

avaliagdes em bagas de coloragdo rosada.

Conforme a literatura, os valores de R? iguais a 1, representam o cenario ideal de
precisdo e acuracia. Porém, mesmo representando um valor de 1, a estimativa pode ser

superestimada devido a outliers ou pelo pequeno nimero de amostras. Desse modo, o modelo
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de escala diagramatica com uvas de coloragdo rosada, deve ser validada com um ntimero maior

de amostras.

Tabela 2: Valores do Coeficiente de Determinagdo R? dos valores de severidade emitidos pelos
avaliadores sem e com o uso da escala diagramatica (ED)

Brancas Tintas Rosadas

Avaliador Com ED Sem ED Com ED Sem ED Com ED Sem ED

1 0,90 0,66 0,10 0,23 1 1
2 0,78 0,00 0,00 0,09 0 1
3 0,76 0,30 0,09 0.00 1 1
4 0,61 0,80 0,00 0,18 1 1
5 0,84 0,80 0,23 0,08 1 1
6 0,75 0,78 0,00 0,00 1 1
7 0,76 0,70 0,05 0,02 1 1
8 0,93 0,60 0,58 0,00 1 0
9 0,70 0,53 0,25 0,14 1 1
10 0,87 0,83 0,00 0,00 1 0
11 0,90 0,70 0,00 0,05 0 1
12 0,92 0,84 0,00 0,00 0 0
13 0,90 0,88 0,00 0,16 1 1

Legenda: R? das bagas de colora¢dao Branca, Tinta ¢ Rosé. Com ED- R? das analises com o auxilio da escala
diagramatica desenvolvida; Sem ED - R? das analises sem o auxilio da escala diagramatica desenvolvida. Fonte:
Burin (2024)

Em geral, as andlises utilizando a escala diagraméatica desenvolvida, foram mais precisas
do que sem a utilizagdo da mesma. Outros estudos, como (Nascimento et al., 2020), também
relataram tal cenario, onde sem o uso da escala diagramatica, apenas 18,3% dos valores de

severidade estimada apresentaram um coeficiente de determinagdo R? >0,80, comparado a



67

80,8% quando estimados com o auxilio da escala. Isso demonstra que o uso da escala para
estimar a severidade da podriddo da uva madura, melhorou a fiabilidade (precisdo) entre os
avaliadores, exibindo a qualidade de ajuste do modelo desenvolvido e a importancia de um

referencial, que nesse caso foi a escala diagramatica desenvolvida.

Tais resultados também foram encontrados por Spoésito et al. (2004), onde os avaliadores
apresentaram certa precisdo sem a escala diagramatica, com coeficientes de determinagdo
variando entre 0,85 ¢ 0,91, maiores que os valores encontrados no presente estudo, de 0 a 0,88.
Sposito e colaboradores (2004), também relatam que quando os avaliadores fizeram o uso da
escala diagramatica para a severidade estimada da doenca, a precisdo aumentou com
coeficientes de determinagdo variando entre 0,89 e 0,96, comparado a 0,61 e 0,93 encontrado
no presente estudo. Os mesmos dados foram exibidos por Fischer et al. (2009), onde a
severidade estimada sem a escala apresentou baixa precisao, R? para as retas de regressao entre
severidade real e estimada da média obtida pela regressao conjunta de todos os avaliadores de

0,64.

6.3.2.2 Coeficiente de Correlagdo Intraclasse

A analise do Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (ICC) demonstra a variancia dos
dados dentro dos grupos analisados. O grupo de variedades brancas com o auxilio da escala
apresentou maior valor de Fiabilidade, seguido pelo grupo de variedades brancas sem o auxilio
da escala. Em geral, os grupos de avaliagdo com a escala apresentaram maior valor de
Fiabilidade, exceto o grupo de uvas tintas. Mesmo atingindo maiores valores com a escala,
nenhum dos grupos, exceto das variedades brancas, obtiveram bons resultados de fiabilidade,

ou seja, proximo de 1 (Tabela 3).

O grupo das variedades brancas exibiram um Coeficiente de Correlagdo Intraclasse
(ICC) de 0,46 sem o uso da escala desenvolvida e 0,75 com o uso da mesma, melhorando
significativamente quando utilizaram a escala. Em um estudo de Nascimento e colaboradores
(2020) encontraram valores de correlagdo intraclasse de 0,926 e 0,798, com e sem a ED,
respectivamente. Os grupos das variedades rosadas e tintas obtiveram valores negativos de
Coeficiente de Correlagdo Intraclasse (ICC), demonstrando que o modelo ndo possui precisao

e acuracia suficientes para ser validado para estes dois grupos.
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Tabela 3: Coeficiente de Correlagao Intraclasse (ICC), P valor (PVAL) e limite inferior (II) e
superior (UP) de cada grupo de amostras

TIPO ICC PVAL 1l UP
Brancas com escala 0,81 1.48e-55 0,69 0,92
Brancas sem escala 0,50 3.26e-20 0,40 0,73
Rosadas com escala -0,04 4.99¢- 1 -0,07 0,97
Rosadas sem escala -0,08 9.25¢e-1 -0,08 0,38

Tintas com escala -0,02 7.05e-1 -0,05 0,12
Tintas com escala 0,01 4.00e- 1 -0,04 0,30

Legenda: TIPO - cada tipo, representa um grupo de coloracdo de baga e avaliacdo; ICC - coeficiente de
correlagdo intraclasse; PVAL - valor de P; II - limite inferior do intervalo de confianca; UP - limite superior do
intervalo de confianca. Fonte: Burin (2024)

6.3.2.3 Fiabilidade Inter-Taxas

O Indice de Fiabilidade Inter-Taxas é relacionado a amplitude com que os avaliadores
conseguem identificar dados diferentes em uma escala de medidas. Com isso € possivel
observar a tendéncia das avaliagcdes, bem como a variagdo entre as avaliagdes e os erros. No
Indice de Fiabilidade Inter-Taxas foi avaliado a amplitude, a tendéncia, a variacdo e a medida
de erro das avaliagdes, de bagas tintas, brancas e rosadas, além de cada classe analisada com e

sem a escala.

Em geral, a amplitude das analises sem a escala diagramadtica foi maior que a amplitude
das anélises com a ajuda da escala diagramatica (Figura 18). No grupo das avaliagdes das bagas
brancas com o auxilio da escala diagramatica, os avaliadores 8, 11 ¢ 12, demonstraram uma
avaliacdo proxima da severidade real (Tabela 4), na baga 1. J4 no grupo das bagas sem o auxilio
da escala, os mesmos avaliadores se distanciaram da severidade real. Foi verificado ainda que
as avaliagdes da baga 2, que exibe a severidade real de 0%, e as porcentagens estimadas do

grupo das bagas brancas com a escala foram também préoximas a 0.
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Figura 18 - Analise de Fiabilidade Inter-Taxas (TIR) entre os grupos de bagas de uvas brancas e os avaliadores
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Legenda: Ntimeros de 1 a 13 indicam cada um dos 13 avaliadores, estdo associados a 13 cores, que aparecem nas colunas. As bagas representam cada uma das bagas de uva
utilizadas em cada grupo de colorag@o. Fonte: Burin (2024)




70

Tabela 4. Porcentagem da Severidade Real da podridio da uva madura nas 24 bagas de
diferentes coloragdes utilizadas na validagdo da escala diagramatica.

Area com sintoma (%)

Bagas Tinta Branca Rosada
1 0 42,25 0,55
2 0 0,00 2,27
3 3,69 71,32 -
4 0,22 26,55 -

5 7,33 50,28 -
6 0 0,00 -
7 0 1,37 -
8 1,54 8,79 -
9 - 26,20 -
10 - 91,45 -
11 - 0,00 -
12 - 28,13 -
13 - 10,59 -
14 - 0,68 -

Legenda: Severidade real em porcentagem, em bagas tintas, brancas e rosadas, onde a coluna das bagas mostra o
numero sequencial de bagas utilizadas para cada coloragdo. Fonte: Burin (2024)

6.3.2.4 Aderéncia ao Erro Absoluto

A analise de Aderéncia ao Erro Absoluto (Tabela 5 e Figuras 19, 20 e 21) demonstra a
diferenga entre a severidade estimada e a real, deixando visivel o erro de analise de cada
avaliador, ou seja, a acuracia. A vista disso, a analise de Aderéncia ao Erro Absoluto das
variedades de coloragdo branca, demonstrou maior erro absoluto nas avaliagdes das bagas sem
o auxilio da escala diagramatica. No caso dos avaliadores 2 e 3, a maior precisdo nas avaliagdes
ocorreu com a ajuda da escala diagramatica (Figura 19). J4 na andlise com as bagas tintas e

rosadas, resultado similar foi constatado, principalmente nos avaliadores 2 e 3. Em geral, as
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analises com o auxilio da escala diagramética foram mais precisas que as analises sem o auxilio

da mesma.

De maneira geral, houve menor porcentagem de erro absoluto na avaliagdo das bagas
brancas quando a escala diagramatica foi utilizada para determinar a severidade,
comparativamente as sem escala, 11,2 % e 16,0%, respectivamente. Com o uso da escala
diagramadtica, na variedade de coloracdo rosada, as avaliacdes apresentam erro absoluto de
5,33% e sem, 13,75%. Para as bagas de coloracdo tinta, as avaliagdes de severidade com escala
diagramatica desenvolvida exibiram erro absoluto de 4,43% e sem escala, de 14,85%. Contudo,
deve-se salientar que mesmo o grupo das bagas tintas e rosadas apresentarem menor
porcentagens de erro absoluto que o grupo das bagas de coloragdo branca, o tamanho amostral

das primeiras foi menor.

Os resultados obtidos no presente estudo com a analise do erro absoluto estdao de acordo
com o encontrado por Nutter e Schultz (1995) e Michereff et al. (2006), que consideram os
valores de erro absoluto menores que 10% como ideais e que os maiores valores de erro
absoluto nas estimacdes de severidade real ocorreram proximo a 50%. No estudo de Michereff
et al. (2006), as maiores porcentagens de erro absoluto (acima de 50%) ocorreram quando nas
avaliagdes de 0 a 26,20% de severidade real da doenca para as avaliagdes das bagas brancas
com e sem escala diagramdtica. Com a escala, 1,10% das avaliagdes possuiram um erro
absoluto acima de 50% e, sem a escalas, quatro vezes mais amostras apresentaram avaliacdes

com porcentagem de erro acima de 50%.

No presente estudo das bagas rosadas, nenhuma estimativa de severidade alcangou uma
porcentagem de erro absoluto de 50%; porém, nas avaliagdes sem o auxilio da escala, a
estimativa de erro absoluto maior de 50% ocorreu em 8% das avaliagdes, situando-se em bagas
com severidade real entre 0,55 e 2,27%, corroborando com o encontrado nas bagas de coloracao
brancas (Figura 20). Por fim, as avaliagdes de severidade de bagas de coloracao tinta obtiveram,
no presente estudo, uma porcentagem de erro absoluto acima de 50% em 2% das avaliagdes
com a escala diagramatica e em quase 10% das avaliagdes sem o auxilio da mesma (Figura 21).
Os erros se concentraram em avaliagdes de severidade em bagas afetadas entre 0 e 7,33% de
sintomas. Em geral, as maiores porcentagens de erro absoluto estavam presentes em avaliagoes

dos avaliadores 2, 3 e 13.
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A utilizagdo de indices de vegetacdo, como o NGRDI, em conjunto com a criagdo de
escalas diagramaticas ¢ uma abordagem inovadora e promissora para avaliar doencas em
plantas, pois a utilizagdo dessa técnica permite uma avaliagdo objetiva e padronizada da
gravidade da doenga, facilitando a comparacao entre varias amostras e estudos.Além disso, as
escalas diagramaticas podem ajudar a desenvolver métodos de manejo de doengas mais
eficazes, pois fornecem informagdes precisas sobre a intensidade da podridao das uvas maduras
e permitem que os produtores tomem decisdes mais informadas. No geral, a escala diagramatica
baseada no indice de vegetacdo NGRDI ¢ uma ferramenta importante para a pesquisa e a pratica
agricola, ajudando a monitorar e avaliar a saude das plantas e identificando areas de intervencao

para o controle de doencas.

A dificuldade de identificar o in6culo em bagas rosadas, ¢ especialmente tintas, pode
ser um grande obstaculo para avaliar a podridao fenotipica da uva madura. Essa dificuldade ¢é
causada pelo contraste diminuido entre as cores do indculo e das bagas nessas variedades. Isso

torna mais dificil encontrar e quantificar os sintomas da doenca.

Tabela 5: Porcentagem de erro absoluto das avaliagdes dos grupos de variedades brancas,
rosadas e tintas, com e sem o auxilio da escala diagramatica

Grupos Erro (%)
Brancas com escala 11,2
Brancas sem escala 16,0
Rosadas com escala 443
Rosadas sem escala 14,85

Tintas com escala 5,33
Tintas com escala 13,75

Fonte: Burin (2024)



Figura 19 - Aderéncia ao erro absoluto das variedades de coloragao branca por avaliador, com e sem o auxilio da escala diagramatica
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Figura 20 - Aderéncia ao erro absoluto das variedades de coloragdo tinta por avaliador, com e sem o auxilio da escala diagramatica
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Figura 21 - Aderéncia ao erro absoluto das variedades de coloracdo rosada por avaliador, com e sem o auxilio da escala diagramatica
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6.4 CONCLUSOES

A escala diagramatica (ED) foi desenvolvida utilizando o programa R, a partir do indice
de vegetacdo NGRDI (Normalized Green Red Difference Index) e testes de threshold para
avaliacdo fenotipica da podriddo da uva madura, gerando uma escala de 12 niveis (0 a 91,4%)),
fornecendo uma plataforma mais granulada para uma analise mais profunda da severidade. O
uso da ED nas avaliagdes fenotipicas de severidade da podridao da uva madura revelou maior
precisdo e acuracia em bagas de coloragdo branca, revelando a eficiéncia do modelo
desenvolvido para estes casos, permitindo uma avaliacdo detalhada e sensivel do grau de
podriddo nas bagas da uva. Revela que o modelo criado para esses casos especificos € eficaz e
que a ED pode ser tutil e confiavel para medir os sintomas da podriddo da uva madura,

especialmente em variedades de coloragdo branca.

Diante desse cenario, ¢ necessario fazer ajustes no modelo de avaliacao fenotipica para
garantir que as variedades de uva com coloracao rosada e tinta tenham uma cobertura suficiente.
Isso pode incluir alterar os parametros do modelo, usar técnicas de deteccao diferentes ou criar

escalas diagramaticas especificamente para essas variedades.

Por exemplo, ¢ possivel estudar técnicas de imagem mais avancadas, como a
espectroscopia de infravermelho préximo (NIR), que pode detectar e quantificar sintomas de
podriddo em uvas maduras com maior precisdo e sensibilidade, independentemente da
coloragdo das bagas. Além disso, um método util para mostrar e avaliar a gravidade da doenga
em variedades de uva com coloragdo mais escura ¢ usar corantes ou marcadores especificos

para realcar o contraste entre o indculo e as bagas.

Por fim, para garantir uma avaliag@o precisa e confiavel da podridao da uva madura em
todas as variedades de uvas, incluindo as com coloracdo rosada e tinta, ¢ necessario ajustar e

melhorar os métodos de avaliacdo fenotipica.

A eficacia da Escala Diagramatica (ED) no estudo da podriddao da uva madura foi
avaliada minuciosamente por meio de andlises estatisticas que incluiram a Correlagdo de

Concordancia de Lin, o Coeficiente de Determinacdo R?, a Adesio ao Erro Absoluto, a
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Correlagdo Intra Classe e a Fiabilidade Inter-Taxas. Essas técnicas estatisticas sdo essenciais

para avaliar a validade, precisdo e fiabilidade de escalas diagramaticas.

Com base nos resultados dessas andlises estatisticas, fica claro que a Escala
Diagramatica ¢ uma ferramenta til e confidvel para avaliar a severidade da podridao da uva
madura. Sua aplicagcdo pode fornecer dados consistentes e precisos, que sdo essenciais para a

criacdo e execucao de estratégias de manejo de doengas na viticultura.
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7. CAPITULO 3 — ANALISE MORFOANATOMICA DE BAGAS DE Vitis spp.

RESUMO

O capitulo tem como objetivo analisar a morfoanatomia e estimar a espessura da cuticula e
epiderme em frutos de videira de distintos genotipos. Foram coletadas amostras de uvas brancas
e tintas, incluindo variedades PIWI e PI4407, uma variedade cultivada da espécie silvestre
americana Vitis shuttleworthii. As amostras foram processadas para analise em Microscopia
Optica (MO) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). No desenho experimental fatorial
foram considerados gendtipos, tipos de corte da baga e safras distintas. O estudo apresenta o
primeiro relato da estimativa da espessura da cuticula e da epiderme de bagas de distintas
variedades de videira cultivadas no sul do Brasil. No MEV, a variedade cultivada P14407 (V.
shuttleworthii) apresentou a maior espessura de cuticula e de epiderme, seguida por Prior e
Bronner, enquanto Regent e Calardis Blanc apresentaram as menores espessuras. Nao houve
diferenca estatistica entre as médias da espessura da cuticula nas duas formas de corte da baga,
transversal e horizontal. Também nas analises de microscopia Optica, a espessura da cuticula e
da epiderme da variedade PI4407 foi maior em todas as safras; porém, as estimativas das
espessuras tanto da cuticula quanto da epiderme das demais variedades na MO foram distintas
dos valores da literatura encontrada, sugerindo que metodologias distintas para tal analise
podem produzir resultados distintos. Por fim, a analise visual das estruturas anatomicas dos
frutos destacou a clara defini¢do da camada de cuticula e da epiderme na microscopia eletronica
de varredura e somente a camada da epiderme microscopia Optica. O proximo passo ¢ relacionar
os resultados da espessura da epiderme e da cuticula com a severidade da podriddo da uva
madura e outras doengas em bagas de videiras. Além disso, os resultados obtidos com o presente
estudo podem contribuir com a identificacdo de mecanismos de resisténcia ou suscetibilidade a
doencas que atacam a baga da uva.

Palavras-chave: Cuticula; Epiderme; Histologia vegetal; Resisténcia; Vitis.
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ABSTRACT

This chapter aims to analyze the morphoanatomy and estimate the thickness of the cuticle and
epidermis in grapevine fruit of different genotypes. Samples of white and red grapes were
collected, including varieties PIWI and PI14407, a cultivated variety of the wild American
species Vitis shuttleworthii. The samples were processed for analysis by Optical Microscopy
(OM) and Scanning Electron Microscopy (SEM); the factorial experimental design considered
genotypes, types of berry cuts and different harvests. The study presents the first report on
estimating the thickness of the cuticle and epidermis of berries from different grapevine
varieties. On SEM, the cultivated variety P14407 (V. shuttleworthii) had the thickest cuticle and
epidermis, followed by Prior and Bronner, while Regent and Calardis Blanc had the smallest
thicknesses. There was no statistical difference between the mean cuticle thickness in the two
ways of cutting the berry, transversal and horizontally. Also in the optical microscopy analyses,
the thickness of the cuticle and epidermis of the PI4407 variety was greater in all harvests;
however, the estimates of the thickness of both the cuticle and the peel of the other varieties in
the OM were different from the values found in the literature, suggesting that different
methodologies for this analysis may produce different results. Finally, the visual analysis of the
fruit's anatomical structures highlighted the clear definition of the cuticle layer and epidermis
in scanning electron microscopy and only the epidermis layer in optical microscopy. The next
step is to relate the results of the thickness of the epidermis and cuticle to the severity of ripe
grape rot and other diseases in grape berries. In addition, the results obtained in this study may
help to identify mechanisms of resistance or susceptibility to diseases that attack grape berries.

Keywords: Cuticle; Epidermis; Plant histology; Resistance; Vitis.
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7.1 INTRODUCAO

As plantas utilizam uma série de mecanismos de defesa contra patégenos, como por
exemplo barreiras anatdmicas e quimicas que impedem a entrada e colonizacdo de patogenos.
Dessa forma, a morfoanatomia das bagas de uva desempenha um papel importante na protecao
contra patogenos (Gabler et al., 2003). Neste aspecto, a cuticula ¢ a camada externa cerosa que
reveste muitos tecidos vegetais, como os frutos de videira. Esta camada ¢ classificada como um
mecanismo de defesa pré-formado, portanto, ndo necessita de um estimulo causado pela invasao

do patdgeno para ser ativado (Commenil et al., 1997; Hill et al., 1998).

Por outro lado, os mecanismos pds-formados sao ativados quando a planta ¢ ameacada
por patogenos ou outros estimulos. Esses mecanismos de defesa limitam o crescimento e a
propagagao de patdogenos. O processo conhecido como lignificacdo ocorre quando as células
vegetais depositam lignina em suas paredes celulares, tornando-as mais resistentes e rigidas.
Como resultado, as paredes celulares podem ser fortalecidas e os patégenos nao podem entrar.
A combina¢ao dos mecanismos pos-formados e pré-formados cria uma rede de defesa complexa

(Commenil et al., 1997; Hill et al., 1998).

Portanto, as caracteristicas fisicas e morfologicas que variam de acordo com a cultivar,
influenciam a suscetibilidade a doencas. Estudos anteriores demonstraram que ha uma grande
variacao na morfoanatomia entre diferentes cultivares de uva (Commenil et al., 1997; Gabler et

al., 2003; Herzog et al., 2015; Hill et al., 1998).

Assim, a menor incidéncia de fungos na cultura da videira pode ser atribuida a alguns
mecanismos, como a espessura da epiderme e da cuticula, além da composi¢ao da cera. Diante
disso, o objetivo deste capitulo ¢ estimar a espessura das camadas de epiderme e cuticula de

distintos genotipos de videira.
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7.1. METODOLOGIA

7.1.1 Coleta de amostras vegetais

Foram realizadas coletas aleatorias de material vegetal (bagas) de duas variedades PIWI
de uvas brancas (Bronner e Calardis Blanc) e duas tintas (Prior e Regent) com background
genético de Vitis vinifera, bem como bem como da PI4407, variedade cultivada da espécie
silvestre americana V. shuttleworthii, mantidas em cultivo na Estacdo Experimental da Epagri
em Videira, SC, nas safras 2020/21, 2021/22, totalizando 180 amostras para analise em
Microscopia Optica, e 60 amostras (2020/21) para analise na Microscopia Eletronica de
Varredura. Apds a coleta em cada safra, as bagas foram acondicionadas em tubos Falcon
devidamente identificados e preenchidos com fixador Karnovsky (paraformaldeido,

glutaraldeido, tampao cacodilato de sodio) (Karnovsky, 1965), conforme Anexo 1.

7.1.2 Preparo das amostras para microscopia optica

Na avaliagdo em Microscopia Optica, realizada no Laboratério de Microscopia da
UFSC/CCA, foram usadas trés bagas por variedade e por safra, retiradas de forma aleatdria
dentre as bagas mantidas em fixador Karnovsky. Cada baga foi seccionada com um corte

transversal, o que possibilitou a utilizagdao de duas areas da baga, a lateral e a apical.

Apds o corte, as bagas foram submetidas ao protocolo de emblocamento adaptado de
Berlyn e Miksche (1976) como segue: imersdo em alcool nas porcentagens de 10, 20, 30, 50,
70, 80, 90 e 100% durante 30 min, em seguida 30 min imersas em solu¢do de historesina mais
po ativador e alcool na proporcao de 1:1, e inseridas no vacuo de cinco a sete dias. Na etapa
seguinte substituiu-se a solugdo anterior por historesina com pé ativador e, apds isso, as bagas
foram levadas novamente ao aparelho de vacuo pelo mesmo periodo. Em seguida, as amostras
foram emblocadas em formas de silicone contendo historesina e hardener na propor¢ao 16 mL

de historesina para 1 mL de hardener, e levadas ao vacuo até o total endurecimento.

Cada amostra emblocada em resina foi colada e devidamente identificada em blocos de
madeira para corte no Microtomo (modelo Olympus MicroTec Cut 4055). Apds os cortes, as
amostras foram inseridas em laminas e coradas com Azul de Toluidina, para visualizagdo da
morfologia da epiderme e cuticula e captura de fotos das estruturas em Microscopia Optica

(MO) com amplificacdo de 40X. De cada baga foram feitas trés laminas de cada corte e tiradas
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trés fotos aleatdrias de cada lamina. As fotos foram utilizadas para estimar as medidas da

epiderme e cuticula no programa Image J.

7.1.3 Preparo das amostras para microscopia de varredura

Na avaliagdo em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), cada baga foi seccionada
com um corte transversal, o que possibilitou a utilizacdo de duas areas da baga, a lateral e a
apical. Apos o corte, as bagas foram submetidas ao protocolo adaptado de Berlyn e Miksche
(1976) de desidratagao em série alcodlica: 10, 20, 30, 50 ¢ 70 durante 30 min, ¢ 80, 90 ¢ 100%
por 40 min. Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME), localizado no Campus Trindade da UFSC. As amostras foram
previamente preparadas com substituicdo do alcool pelo gas carbonico no equipamento de
Ponto Critico, seguindo um protocolo designado pelos técnicos do LCME. Posteriormente, as
amostras foram inseridas em stubs e metalizadas com ouro, seguindo o protocolo do LCME.
As fotos feitas aleatoriamente foram utilizadas para estimar as medidas da epiderme e cuticula

no programa Image J.

7.1.4 Analise dos resultados de microscopia

Os valores obtidos a partir das medigdes de espessura da epiderme e cuticula em cada
um dos equipamentos utilizados, MO e MEV, foram submetidos 4 andlise de variincia
(ANOVA) e ao teste Tukey de comparacdo das médias a 5% de significancia com o uso do

software RStudio versao 4.3.2 (R Core Team, 2023).

7.1.5 Analise estatistica dos dados obtidos na microscopia

O desenho experimental trifatorial foi constituido pelos genotipos (variedades), safras e
tipos de corte na avaliagdo feita no MEV e MO. Em ambos os ensaios, as parcelas, repetidas

trés vezes, foram tomadas inteiramente ao acaso.

Os valores obtidos a partir das medi¢des de espessura da epiderme e cuticula em cada
um dos equipamentos utilizados, MO e MEV, foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e ao teste Tukey de comparacao das médias a 5% de significancia com o uso do

Programa R versdo 4.3.2 (R Core Team, 2023).
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7.2 RESULTADOS

Como nas buscas em base de dados ndo encontramos resultados publicados, o relato dos
resultados do presente estudo pode ser considerado o primeiro de estimativa de espessura de

cuticula e da epiderme de bagas de distintas variedades de videira realizado no Brasil.

7.2.1 Microscopia eletronica de varredura

A andlise da variancia do bifatorial entre as variedades e tipo de corte da baga,
apresentou diferencas estatisticamente significativas para as caracteristicas de espessura da
cuticula e espessura da epiderme. Os coeficientes de variacao foram de 19,33% e 20,56% para

espessura da cuticula e espessura da epiderme, respectivamente.
7.2.1.1 Espessura da cuticula

O teste de Tukey a 5% de probabilidade separou as variedades em trés grupos distintos
quanto a espessura da cuticula. A variedade PI4407 (V. shuttleworthii) exibiu uma maior
espessura de cuticula (6 pm), ndo diferindo estatisticamente das variedades inseridas no
segundo grupo, sendo elas Prior, Bronner e Calardids Blanc, com 4,5 um, 3,7 um ¢ 2,4 pum
respectivamente. No ultimo grupo se encontra a variedade Regent com 1,3 um de espessura da
cuticula (Figura 17). Nesse conjunto de dados ndo houve diferenca estatistica entre médias

espessura da cuticula obtidas nas duas safras e formas de corte da baga.

No grupo de médias com menor espessura da cuticula foi enquadrada a variedade cuja
baga possui coloragdo tinta (Regent). Da mesma forma ocorreu no grupo intermedidrio, com a
Bronner e Calardis Blanc de bagas brancas e a Prior de bagas tintas. Considerando que esta
amostra ¢ pequena, o presente estudo levanta a hipdtese de que a espessura da cuticula ndo esta
associada a coloracdo da uva. Contudo, futuros estudos poderdo comprovar ou nao esta

associac¢do entre coloracdo da baga e espessura da cuticula.

Os resultados obtidos na presente dissertacao, referente a espessura da cuticula em
microscopia eletronica, corroboram com o estudo de Manzoni (1971), o qual encontrou
espessuras de cuticula de variedades europeias inferiores a 4 um e superiores a 10 um em
variedades americanas. Mais especificamente, os valores da espessura da cuticula foram 1,5 pm
a 3,8 um em variedades viniferas, 4,1 um a 4,6 um em V. rupestris, 8,1 um a 8,5 ym em V.

berlandieri, alcangando a quase 10 um na espécie V. coriacea (Basionimo de V. shuttleworthii).
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O referido estudo indicou que os maiores valores de espessura da cuticula foram encontrados

nas espécies silvestres.

As variedades PIWI sdo consideradas da espécie V. vinifera por conter a maioria do
background genético (>90%), obtido por sucessivos retrocruzamentos com variedades viniferas
apos o cruzamento interespecifico. Porém, tais variedades também possuem background
genético de variedades silvestres. Exemplo disso ¢ a variedade Calardis Blanc que possui como
parentais V. aestivalis e V. rupestris, cujo Fi foi retrocruzado com variedades de V. vinifera,
exibindo valor de espessura da cuticula acima da espécie europeia em si, que ¢ inferior a 4 um

(Maul et al., 2024).

Isso pode ser uma vantagem adaptativa, oferecendo uma maior capacidade de resistir a
doengas e fatores ambientais perigosos. Para produzir variedades mais resistentes e adaptaveis,
esse método de melhoramento genético combina caracteristicas favoraveis de varias espécies
de uvas. Os melhoristas podem desenvolver cultivares que ndo s6 mantenham a qualidade e o
sabor desejados, mas também apresentem resisténcia a doengas e estresse ambiental ao
incorporar caracteristicas de variedades silvestres, que muitas vezes tém defesas naturais mais
fortes (Maul et al., 2024). Assim, ¢ fundamental entender o background genético das variedades
de uvas cultivadas para entender e explorar as caracteristicas morfoanatomicas que influenciam
sua resisténcia a patdégenos e adaptacdo a diferentes ambientes. Além disso, é importante
conhecer as bases genéticas das caracteristicas possivelmente envolvidas na expressao
fenotipica. Esses conhecimentos podem ser utilizados de forma eficaz no processo de selegdo e

melhoramento de variedades de uva para a agricultura.

Contudo, a variedade Calardis Blanc apresentou no presente estudo, valores de 2,4um
e 1,3 um, a menor espessura da cuticula encontrada dentre as variedades avaliadas, embora seja

mais aparentada com a espécie vinifera.

Por sua vez, a variedade Regent, que além de apresentar ancestrais de variedades
viniferas, também possui tracos de genomas de V. labrusca e V. berlandieri que, segundo
Manzoni (1971), possui uma espessura de 8,1 um a 8,5 um, valores que diferem dos valores do
presente estudo (aproximadamente 4,0 um). Apesar dessa variedade apresentar background

genético da espécie V. berlandieri, umas das espécies silvestres com maior valor de espessura
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da cuticula (Maul et al., 2024), ela foi retrocruzada diversas vezes com V. vinifera, exibindo no

presente estudo o segundo menor valor de espessura da cuticula.

As variedades Bronner e Prior possuem valores de espessura da cuticula proximos de
um de seus parentais, V. rupestris, além de possuirem background genético de V. amurensis e
V. aestivalis (Maul et al., 2024). Por fim, a variedade P14407, da espécie V. shuttleworthii,
obteve valor de espessura da cuticula de 6,0 um, préximo ao valor encontrado por Manzoni
(1971), se referindo a V. coriacea. Como a espécie silvestre ndo possui retrocruzamentos com
variedades domesticadas, essa possui maior rusticidade contra doencas, provavelmente devido

a sua composicao genética.

Segundo Chang e Keller (2021), a espessura da cuticula da variedade Merlot (V.
vinifera) foi de 3,6 £ 0,13 um e da variedade Concord de V. labrusca foi de 9,2 + 0,4 um, ambas
avaliadas no estagio fenoldgico de maturagao. Isso esta de acordo com o encontrado no presente
estudo, onde as variedades silvestres ou menos domesticadas do que as variedades viniferas,

possuem maior espessura de cuticula.
7.2.1.2. Espessura da epiderme

A anélise da variancia do trifatorial revelou que a interagdo variedades e tipos de cortes
de baga ndo foi estatisticamente significativa. Tampouco os tipos de corte ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre as médias de espessura da epiderme. Assim, foi realizado o teste
Tukey de multiplas comparagdes entre médias das variedades, pois o teste F da ANOVA

revelou diferenga estatisticamente significativa para esse fator (Figura 22).

A variedade Regent exibiu a epiderme mais espessa na safra 20/21, porém, diferindo
estatisticamente da safra 21/22. A variedade cultivada PI 4407 de V. shuttleworthii exibiu
também uma das epidermes mais espessas, ndo diferindo estatisticamente entre as safras. Em
seguida, Bronner, Prior e Calardis Blanc, na safra de 21/22, sendo esta ultima classificada com
menor espessura na respectiva safra. Na safra de 20/21 PI4407 se destaca, seguida de Prior,
diferindo estatisticamente das variedades Bronner, e esta das variedades Calardis Blanc e
Regent, com menores espessuras na respectiva safra. A exemplo da espessura da cuticula, o
genoétipo P14407 (variedade de V. shuttleworthii) também possui uma das maiores espessuras

da epiderme.
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Nao ha muitos estudos publicados sobre a espessura da epiderme de bagas de uva na
literatura. Porém, Chang e Keller (2021) destacam que as células epidérmicas, da variedade
Merlot (V. vinifera) se encontram achatadas e tangencialmente esticadas no estagio fenoldgico
de maturagdo. Por outro lado, Fasoli et al. (2016) descrevem que as células epidérmicas da
variedade Corvina (V. vinifera) é caracterizada por apresentar um formato de telhas retangulares
de tamanho pequeno que formam uma camada de células mais espessa que a camada de células
localizada abaixo. No presente estudo os tamanhos pequeno e grande da espessura das células
epidérmicas foram bem visiveis no microscopio nas amostras avaliadas de todas as variedades.
Contudo, o formato e tamanho das células em locais distintos na mesma baga foram variavesis,

0 que ndo permitiu inferir sobre padrdo varietal especifico.

7.2.2 Microscopia optica

Os dados de microscopia Optica foram oriundos de um delineamento Fatorial Triplo,
com parcelas Inteiramente Casualizadas. Os dados primarios foram transformados em fungao
logaritmica, quando entdao apresentaram normalidade dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk,

homogeneidade pelo teste de Bartlett e independéncia dos erros pelo teste de Durbin-Watson.
7.2.2.1 Espessura da cuticula

O trifatorial envolvendo safras, tipos de corte de baga e gendtipos, apresentou um
coeficiente de variagdo de 1,74%, que ¢ considerado baixo. A andlise de variancia (ANOVA)
revelou interagdo significativa entre safras e variedades. Na sequéncia, as médias foram
separadas com o uso do teste Tukey de separagdo de médias a 5% de significancia.

Considerando a média das duas safras.

PI4407 (populacao de V. shuttleworthii) apresentou maior espessura da cuticula nas
duas safras analisadas, porém, foi estatisticamente diferente das demais variedades estudadas,
nas duas safras (Figura 22). As demais variedades ndo apresentaram diferenca estatistica entre
si, sendo classificadas num grupo intermedidrio de espessura da cuticula, exceto a variedade
Regent na safra de 20/21, exibindo um valor inferior de espessura. Assim, os resultados do
presente estudo sugerem que as avaliagdes da espessura da cuticula, com o uso do microscopio

optico, devem ser feitas em mais de uma safra para que sejam representativas.
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A variedade P14407 de V. shuttleworthii possui uma camada cuticula mais espessa que
as outras variedades e a variedade Regent possui uma cuticula mais fina. As variedades
intermediarias em espessura da cuticula avaliada em microscopia otica sao Bronner, Calardis

Blanc e Prior, apresentando maior desvio padrao entre as variedades.

O tipo de corte da baga ndo demonstrou efeitos significativos, demonstrando que a
maneira de preparar a amostra para analise na microscopia 6Otica, como a forma de corte, ndo

influencia no valor da espessura da cuticula.

Desse modo, os resultados obtidos referentes a espessura da cuticula por meio da
microscopia Optica se diferenciam dos resultados encontrados na microscopia eletronica de
varredura. Além disso, também ndo corroboram com os valores encontrados na literatura, pois
Manzoni (1971) encontrou medidas de espessura da cuticula varidvel entre espécies, cujos
valores foram de 1,5 um a 3,8 um em variedades viniferas, 4,1 um a 4,6 um em V. rupestris,
8,1 um a 8,5 um em V. berlandieri, alcangando quase 10 um na espécie V. coriacea (Basionimo

de V. shuttleworthir).

Porém, o presente estudo também verificou maiores valores de espessura da cuticula na
populagdo cultivada da espécie silvestre V. shuttleworthii (P1 4407), na microscopia Optica, nas
duas safras, € na microscopia eletronica de varredura somente na safra de 20/21, assim como
Chang e Keller (2021), comparativamente as demais. As estimativas da espessura da cuticula
do restante das variedades alcancaram valores em torno de 8 pum. Também, a espessura da
cuticula da variedade Regent estd de acordo com a literatura (Manzoni, 1971), pois exibiu

valores de 8,15 um a 8,24 um nas distintas safras, para a metodologia de microscopia optica.
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Figura 22 - Valores médios das espessuras de cuticula e epiderme por meio das metodologias de microscopia eletronica de varredura (MEV) e
optica (MO) nas safras de 20/21 e 21/22 e dois tipos de corte das amostras
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Legenda: Médias seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre si nas safras, e letras maiusculas iguais
ndo diferem entre si nas variedades, para o teste Tukey (p <0, 05). A) Espessura da cuticula por microscopia
optica (MO), B) Espessura da epiderme por microscopia 6ptica (MO), C) Espessura da cuticula por microscopia
eletronica (MEV), D) Espessura da epiderme por microscopia eletronica de varredura (MEV), E) Espessura da

@

epiderme por microscopia 6ptica (MO). O separador decimal retratado por um ponto “.”, representa uma virgula
“,”. Fonte: Burin (2024)

7.2.2.2 Espessura da epiderme

A espessura da epiderme na microscopia Otica foi baseada na medida da altura das
células. A Andlise da Variancia revelou significincia estatistica para a interagdo entre safras e
variedades. Dentre os trés fatores, houve efeitos significativos entre variedades. O conjunto de
dados coletados apresentou um coeficiente de variacdo de 18,53%, bem maior do que para a

espessura da cuticula.

O maior valor de espessura da epiderme com a microscopia Otica foi estimado para a
variedade Bronner, seguindo para as variedades Calardis Blanc, P14407 (V. shuttleworthii) e
Prior. Por fim, a variedade Regent apresentou a menor camada de epiderme. Esses resultados
diferem daqueles encontrados na microscopia eletronica de varredura (Figura 22), pois a
espessura da epiderme estimada das variedades PI4407 e Calardis Blanc apresentaram valores

intermediarios pela MO, mas valores extremos, 0 maior € 0 menor respetivamente, na MEV.

Uma epiderme mais espessa pode impedir que estruturas de infec¢do, como hifas ou
esporos, entram nas bagas. Isso limita o estabelecimento e propagacao dos patogenos. Portanto,
para entender os mecanismos de resisténcia e desenvolver estratégias de manejo de doengas na
viticultura, ¢ necessario estabelecer uma relacdo entre a morfologia da baga da uva e sua
suscetibilidade a doengas. O estudo pode fornecer informagdes importantes sobre quais
caracteristicas morfologicas estdo ligadas a resisténcia ou suscetibilidade a doencas

particulares. Isso facilita a identifica¢do de variedades mais resistentes e a criagdo de métodos

de manejo mais eficazes.

7.2.3 Analise visual das estruturas anatomicas dos frutos

A camada de cuticula ¢ bem definida e claramente perceptivel na analise da microscopia

eletronica de varredura (Figura 23), apresentando variacdo nos valores de espessura entre
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variedades testadas. A diferenca dessa andlise para a microscopia Optica (Figura 24) reside no
fato de que, além de demandar mais tempo no procedimento de preparo das amostras, a MO ¢
sensivel a0 manuseio, corte e coloragdo. Por exemplo, foi verificado que durante a anélise das
fotos registradas, que as amostras provenientes da microscopia dptica rompiam no ponto de
encontro entre a resina ¢ a camada de cuticula (Figura 25, setas), fornecendo dados menos

precisos que a microscopia eletronica de varredura.

Ja a camada epidérmica, a partir do corte transversal, apresentou-se bem definida nos
dois métodos de analise microscopicas, o que permitiu visualizar uma camada uniestratificada
de células epidérmicas de formatos distintos entre a forma retangular e poucas alargadas
lateralmente, assim como encontrado por Monteiro e colaboradores (2013) em folhas de videira

e Manzoni (1971) em bagas de videira.

Os esclereides também foram encontrados no estudo de Esemann-Quadros et al. (2008)
em frutos de Feijoa (Acca sellowiana), sendo encontradas em grupos ou isoladas em formato
isodiamétrico (com diametro igual, quadrado). O que corrobora com o encontrado no presente
estudo, células encontradas de forma isolada e com formato isodiamétrico. O estudo de
Esemann-Quadros et al. (2008) ainda aborda que tais células sio comuns em partes macias de
muitos frutos. O estudo menciona também que a presenca destas c€lulas nos frutos imaturos e

maduros garante uma protegao contra predadores, devido a presenca da lignina.

Pinto e colaboradores (2003) também observaram esclereides de forma isolada ou em
grupos de 2 a 20 células, com paredes espessas, lignificadas e pontuadas. Resultados similares
foram encontrados no presente estudo, onde a coloragdo de azul de toluidina proporcionou uma
reagdo positiva com as regioes lignificadas da parede das células epidérmicas, assim como as

esclereides.

Também foram encontradas diversas células de formato alargado e maiores do que as
células epidérmicas, apresentando reacdo positiva (rosa) ao azul de toluidina. Segundo a
literatura, tais células sdo denominadas de idioblastos e encontradas em tecidos subepidérmicos
(Gomes, 2008; Lersten; Curtis, 1995). Em um estudo com folhas de genotipos de Vitis spp. foi
constatado a presenga de idioblastos cristaliferos, confirmando a presenca de oxalato de calcio

e compostos fendlicos (Monteiro et al., 2013).
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Figura 23 - Fotografias da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das variedades
Bronner (A), Calardis Blanc (B), Prior (C), Regent (D) e PI1 4407, variedade cultivada da
espécie Vitis shuttleworthii (E), demonstrando as camadas de cuticula (cut) e epiderme (ep).

8kV X1,300 10pm

8kV X1,300 10pm

Legenda: Escala de magnificagao 1.300X. Fonte: Burin (2024)

Figura 24 - Fotografias da Microscopia Optica das variedades Bronner (A), Calardis Blanc
(B), Prior (C), Regent (D) e P1 4407, variedade cultivada da espécie cultivada Vitis
shuttleworthii (E), demonstrando as camadas de cuticula (cut) e epiderme (ep)

MICROSCOPIA OPTICA

B - o s C

Legenda: Escala de magnificagao 40X. Fonte: Burin (2024)



94

Figura 25 - Fotografias da Microscopia Optica das variedades Prior (A), monstrando o
idioblasto (id), o esclereide (es) e a ruptura entre a historesina e a amostra (seta); Prior (B),
demonstrando idioblasto (id) duplo com paredes lignificadas e Bronner (C) exibindo o
idioblasto (id)

Fonte: Burin (2024)
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7.3 CONCLUSOES

No presente estudo as estimativas da espessura da epiderme e da cuticula de bagas de
videira variaram de acordo com o método de observagdo usado. Em compara¢do com a
microscopia 6tica, a microscopia eletronica de varredura forneceu estimativas mais precisas e
menos variaveis. Os resultados mostraram que a espécie cultivada P14407 (Vitis shuttleworthii)
possui as maiores espessuras de cuticula entre as variedades estudadas, seguida das variedades

Prior, Bronner, Regent e Calardis Blanc.

De forma semelhante, os valores de espessura da epiderme para cada uma das cinco
variedades formaram um ranqueamento similar, com Calardis Blanc apresentando um dos

menores valores e PI4407 entre as variedades com maiores valores de espessura da epiderme.

Nao houve diferenca estatistica entre as médias da espessura da cuticula avaliadas nas
duas formas de corte da baga horizontal e transversal. Isso indica que a espessura da cuticula ¢
homogénea em varias orientacdes da amostra. Contudo, para a espessura da epiderme houve

diferenca estatistica entre os cortes somente para a variedade Regent.

A observagdo de que a variedade P14407 apresentou uma espessura de cuticula maior
em todas as safras na microscopia optica e de varredura e uma das maiores espessuras de
epiderme pelas duas metodologias, sugere que ela tenha caracteristicas morfoldgicas que a
distinguem das outras variedades examinadas. Mas a varia¢do nos valores estimados para as
outras variedades sugere que novos estudos sdo necessarios para entender essas diferencas e

suas implicagdes.

E fundamental lembrar que as anélises microscopicas, sejam oticas ou eletronicas, estio
sujeitas as condigdes experimentais e a interpretagdo do observador. Os resultados podem variar
por causa de pequenas alteragdes na preparacao das amostras ou na escolha dos métodos de
medicdo. Como resultado, a uniformizacao dos procedimentos de analise ¢ essencial, e os
resultados devem ser validados comparando-os com outras técnicas ou estudos independentes.
Essa observacdo destaca a complexidade da caracterizagdo morfologica das uvas e a
necessidade de abordagens metodoldgicas uniformes para garantir que os dados obtidos sejam
precisos. A integracdo de diferentes técnicas de andlise e a replicagdo de estudos podem
contribuir para uma compreensao mais abrangente e precisa das caracteristicas morfologicas

das uvas e seu impacto na resisténcia a doengas e na qualidade do fruto.
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ANEXO

Anexo 1. Fixador karnovsky

Primeiramente, 2 g de paraformaldeido em pd sdo dissolvidos em 25 ml de dgua por
aquecimento a 60-70°C e agitacdo. Uma a trés gotas de 1 NaOH sao adicionadas com agitagdao
até que a solucdo limpe. A solugdo ¢ resfriada, 5 ml de glutaraldeido 50% sdo adicionados, € o
volume ¢ feito para 50 ml com 0,2 M tampao cacodilato ou fosfato, pH 7,4-7.6. O pH final ¢ de
7,2. Se cacodilato ¢ usado, 25 mg CaCl2 anidro ¢ adicionado. Os tecidos de 3 a 4 mm s3o
fixados a temperatura ambiente por 20 a 30 minutos e depois sdo cortados em cubos em
pequenos blocos. A fixacdo € continua a temperatura ambiente por 2 a 5 Horas.
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8. CAPITULO 4 —- SEVERIDADE DO Colletotrichum spp. EM VARIEDADES DE UVA
E CORRELACAO COM AS BARREIRAS MECANICAS DA FRUTA.

RESUMO

Ap6s o reconhecimento do patogeno pela planta, multiplos mecanismos de defesa sao ativados,
incluindo barreiras fisicas pré-formadas. Os processos induzidos seguem uma sequéncia logica,
tornando a resisténcia a regra, e a susceptibilidade uma excecao. A resisténcia do hospedeiro ¢
definida como sua capacidade de atrasar ou evitar a infeccdo, usando mecanismos como
barreiras estruturais pré-formadas como a camada de epiderme e cuticula. Dessa forma, visando
analisar o efeito destas barreiras na susceptibilidade de variedades a podridao da uva madura,
foram realizados testes de severidade com o isolado GL VI 19 em bagas de uvas das
variedades Bronner, Calardis Blanc, Prior, Regent e P14407 (Vitis shuttleworthii), coletadas
aleatoriamente no estagio fenologico de colheita e a anélise de correlagdo entre a espessura da
epiderme e cuticula e as varidveis dependentes de diametro do sintoma (mm) e periodo de
incubagdo (PI - dias). Os resultados da ANOVA revelaram significancia nos dados de
severidade da doenga, indicando pelo menos uma média significativamente diferente das
demais. A variedade Bronner mostrou os maiores diametros do sintoma, juntamente com a
variedade Prior, evidenciando maior sensibilidade ao patdgeno testado, enquanto Calardis
Blanc e PI4407 (variedade cultivada de V. shuttleworthii) demonstraram maior resisténcia.
Regent apresentou um didmetro do sintoma intermediario. A analise do periodo de incubagao
destacou novamente a resisténcia da variedade PI4407, seguida da Prior, Bronner, Calardis
Blanc e Regent. A andlise de correlagdo foi positiva entre a espessura da epiderme, cuticula e o
tipo de amostra para a variavel diametro do sintoma, e linear fraca entre a espessura da cuticula
e o periodo de incubagdo. Tais dados sugerem que as barreiras fisicas da espessura da camada
de epiderme e cuticula, atrasam o desenvolvimento do sintoma, ocasionando em uma menor
severidade da podriddo da uva madura, e que as barreiras mecanicas estdo correlacionadas com
as distintas variedades testadas. Por fim, a auséncia de literatura sobre a correlacdo entre as
variaveis mencionadas e a podridao da uva madura destaca a importancia da andlise realizada
neste estudo, fornecendo insights valiosos sobre a resisténcia de diferentes variedades ao
patogeno Colletotrichum spp.

Palavras chave: Cuticula; Epiderme; Podridao; Resisténcia; Vitis.
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ABSTRACT

After the pathogen is recognized by the plant, multiple defense mechanisms are activated,
including pre-formed physical barriers. The induced processes follow a logical sequence,
making resistance the rule and susceptibility the exception. Host resistance is defined as its
ability to delay or avoid infection, using mechanisms such as pre-formed structural barriers like
the epidermis layer and cuticle. Therefore, to analyze the effect of these barriers on the
susceptibility of grape varieties to grape ripe rot, severity tests were carried out with isolate
GL VI 19 on grape berries from the Bronner, Calardis Blanc, Prior, Regent and P1 4407 (Vitis
shuttleworthii) varieties, collected randomly at the phenological stage of harvest and the
correlation analysis between the thickness of the epidermis and cuticle and the dependent
variables of symptom diameter (mm) and incubation period (PI - days). The ANOVA results
revealed significance in the disease severity data, indicating at least one mean that was
significantly different from the others. The Bronner variety showed the largest symptom
diameters, along with the Prior variety, showing greater sensitivity to the pathogen tested, while
Calardis Blanc and PI 4407 showed greater resistance. Regent had an intermediate symptom
diameter. Analysis of the incubation period again highlighted the resistance of the V.
shuttleworthii variety, followed by Prior, Bronner, Calardis Blanc and Regent. The correlation
analysis was positive between the thickness of the epidermis and cuticle and the type of sample
for the symptom diameter variable and weak linear between cuticle thickness and incubation
period. These data suggest that the physical barriers of the thickness of the epidermis and cuticle
layer delay the development of the symptom, resulting in a lower severity of the grape ripe rot
and that the mechanical barriers are correlated with the different varieties tested. Finally, the
lack of literature on the correlation between the mentioned variables and grape ripe rot
highlights the importance of the analysis carried out in this study, providing valuable insights
into the resistance of different varieties to the Colletotrichum spp. pathogen.

Keywords: Cuticle; Epidermis; Rot; Resistance; Vitis.
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8.1 INTRODUCAO

No processo evolutivo, as plantas foram incorporando mecanismos de defesa que as
tornam mais resistentes, algumas até imunes, a patogenos. Quando a planta ¢ desafiada por um
patdgeno, esses mecanismos podem ser ativados rapidamente, o que lhes proporciona a resistir
a infecg¢do (Camili et al., 2007). Os mecanismos de defesa das plantas incluem respostas imunes
induzidas, como a producdo de proteinas antimicrobianas, fitoalexinas e metabdlitos
secundarios, que impedem, por exemplo, o crescimento ou a propagagao dos patdgenos. Além
disso, os diversos mecanismos estruturais pré-formados das plantas, como tricomas, estomatos
e cuticula, impedem ou dificultam a entrada e colonizagao dos patdgenos (Gururani et al., 2012;

Parlevliet, 1997).

E importante observar que, embora a maioria das plantas tenha resisténcia as infecgdes,
existe variacdo genética entre cultivares e entre espécies. Devido a variagdes genéticas,
ambientais, climaticas ou interagcdes com outros organismos, as distintas plantas de uma mesma
espécie podem reagir diferentemente a um mesmo patogeno, desde a completa vulnerabilidade
até a alta resisténcia ou mesmo, imunidade. Portanto, é necessario entender os mecanismos de
resisténcia das plantas e como elas interagem com patégenos para desenvolver ou aperfeigoar
as praticas de manejo que se tornem eficientes contra os agentes causadores de doencas de
importancia agricola. A escolha ou desenvolvimento de variedades mais resistentes, o uso de
praticas de manejo que melhoram a satde das plantas e a criagdo de novas tecnologias para

combater doengas podem ser exemplos disso (Gururani et al., 2012; Parlevliet, 1997).

Processos bioquimicos, moleculares (genéticos e epigenéticos) e fisiologicos estdo
envolvidos na complexa interacdo entre a planta e o agente patogé€nico, que resulta na
resisténcia das plantas a patégenos. Uma cascata de eventos ¢ desencadeada quando a planta
reconhece o patdgeno. Isso inclui a ativag@o de varios genes e a ativagdo de varios mecanismos
de defesa. Esses processos ocorrem sequencialmente ¢ de forma coordenada, usando uma
variedade de rotas de sinalizacdo intracelular para organizar a resposta imune da planta. A
produgdo de fitoalexinas, proteinas antimicrobianas, enzimas que degradam patdgenos,
resposta de hipersensibilidade e outras estratégias de defesa podem fazer parte disso (Gururani

et al., 2012).
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No entanto, com o tempo, os patogenos também evoluiram para superar esses
mecanismos de defesa das plantas, o que pode resultar em suscetibilidade dos hospedeiros. Os
patogenos podem se esconder para ndo serem reconhecidos pela planta, quebrar suas respostas
de defesa ou explorar certas vulnerabilidades da planta. Como resultado, embora a resisténcia
seja predominante, a suscetibilidade pode surgir em determinadas circunstancias, quando os
patdgenos conseguem superar ou contornar os mecanismos de defesa da planta. Para criar
métodos eficientes para controlar doengas e garantir a seguranca e a produtividade dos cultivos
agricolas, ¢ necessario entender essas interagdes entre plantas e patégenos (Amorim et al.,

2011).

Neste aspecto, a resisténcia de um hospedeiro a um patogeno ¢ definida como a
capacidade do hospedeiro em atrasar ou evitar a infecg¢do pelo patogeno, utilizando-se de seus

mecanismos, por exemplo, os estruturais pré-formados, como a camada de cuticula e epiderme.

Dessa forma, o objetivo deste capitulo ¢ avaliar a severidade dos sintomas da podridao
da uva madura e o periodo de incubagao de dois isolados de Colletotrichum spp., por meio do
teste de separacao de médias e pela epidemiologia temporal, correlacionando-os com as
espessuras da camada da epiderme e da cuticula de frutos, de distintas variedades de videira, a
fim de investidor o papel destas barreiras mecéanicas no mecanismo de defesa da planta contra

o referido patdgeno.

8.2 METODOLOGIA

8.2.1 Coleta das amostras

Foram coletadas no vinhedo da estagdo experimental de Videira, durante o estagio
fenologico de colheita e de forma aleatdria, bagas de uvas das variedades Niadgara Rosada,
Poloskey Muscotaly, Concord, Helios, Calardis Blanc, Felicia, Sauvignon Blanc, Souvignier

Gris, Bronner, Prior, Regent, Sibera, Couderc 13, Couderc Tinta e P14407 (Vitis shuttleworthii).

8.2.2 Implementac¢io do ensaio experimental

O ensaio foi realizado no Laboratorio de Estudos da Uva e do Vinho (NEUVIN/UFSC),
com os isolados GL VI 19, do Complexo Acutatum, isolado da variedade Felicia (PIWI),



103

cultivada no vinhedo da EPAGRI, Videira - SC e o isolado GL VI 47, do Complexo
Gloeosporioides, isolado da variedade Calardis Blanc (PIWI), cultivada no vinhedo da Fazenda

Experimental da UFSC.

As bagas de uva dos distintos genotipos foram desinfectadas por assepsia em ambiente
esterilizado, utilizando hipoclorito de sédio (NaClO) 0,5 % por 10 min, imersdo em alcool
etilico 70% por um minuto e em agua esterilizada por trés vezes, seguindo o protocolo de (Cia

et al., 2009). Posteriormente, as bagas foram secas por 30 min em temperatura ambiente.

Na sequéncia, as bagas foram inoculadas com uma gota da suspensdo de conidios,
realizada na concentracdo de esporos de 10° conidia/mL com o auxilio da cAmara de Neubauer
e de um microscopio Optico, previamente preparado, e inseridas em ambiente controlado com
temperatura em torno de 25 °C, 80% de umidade e fotoperiodo de 12 h. O experimento contou

com cinco repeti¢des de cada variedade.

8.2.3 Analise da severidade da podridao da uva madura

Cada amostra foi monitorada, fotografada em lupa estereoscopica, no aumento de 40x
diariamente com a ajuda de um paquimetro digital, tomadas as medidas de diametro do sintoma
durante dez dias. Os dados foram compilados para analise do didmetro do sintoma no ultimo
dia de avaliagdo para estimar a severidade maxima (Smax) e o periodo de incubacdo do

patogeno (PI).

As analises de sensibilidade das variedades de uva ao fungo Colletotrichum spp. foram
realizadas no software R (R Core Team, 2023). As caracteristicas analisadas foram o periodo
de incubacdo do fungo na baga (PI) e o didmetro do sintoma da doenga na baga de uva, no
ultimo dia de avaliagdo (dia 10). Os dados de diametro foram transformados em logl0 e
avaliados em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Para essa andlise foi necessaria a
instalacdo dos pacotes agroR, Esp.Des.pt, stats, e dplyr no software R. Os dados foram

submetidos 8 ANOVA ¢ ao teste Tukey de comparacao de médias a 5% de significancia.
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8.3. RESULTADOS

A ANOVA revelou significancia nos dados de diametro do sintoma (mm) da doenga,
havendo pelo menos uma média significativamente diferente das demais. Para o isolado
GL VI 19 as variedades foram separadas em trés grupos distintos (Tabela 6). A variedade
Merlot apresentou os maiores valores de didmetro do sintoma em milimetros da podridao da
uva madura no Ultimo dia de avaliagdo, seguida das variedades Prior e Bronner, representando
o ultimo grupo, com as maiores médias, quase cobrindo a superficie da baga, sendo as

variedades mais sensiveis ao patégeno testado.

Em seguida, o grupo intermediario de didmetro do sintoma engloba as variedades
Sauvignon Blanc, Souvignier Gris, Regent, Calardis Blanc, Helios e Couderc Tinta. Por fim, o
grupo considerado superior em termos de resisténcia, com os menores valores de didmetro de
sintoma foram as variedades Poloskey Muscotaly, Felicia, P14407, Sibera, Couderc 13, Niagara

Rosada e a variedade Concord, apresentando menor severidade da referida doenga.

No caso do isolado GL CU 47, o teste de separacdo de médias Scott Knott (p<0,05)
detectou diferenca estatistica e separou as variedades em quatro grupos (Tabela 6). As
variedades Merlot, Prior, Bronner, Sauvignon Blanc e Souvignier Gris exibiram o maior
didmetro do sintoma podriddo da uva madura, seguida das variedades Regent, Calardis Blanc,
Helios, Couderc Tinta e Felicia, que formaram o grupo intermedidrio, com valor de diametro
do sintoma da doenca reduzido comparativamente as variedades mais suscetiveis, indicando
uma reagdo intermedidria de sensibilidade e diferindo estatisticamente das demais variedades.
Igualmente com diferencas estatisticamente significativas o terceiro grupo de variedades
formado por PI4407 e Sibera. Os menores valores de diametro do sintoma foram revelados

pelas variedades Couderc 13, Nidgara Rosada e Concord.

E relevante destacar que na comparagao entre os isolados, as variedades Sibera, Felicia
e Poloskey Muscotaly apresentaram diferencas estatisticas. No entanto, a maioria das
variedades avaliadas, Nidgara Rosada, Concord, Helios, Calardis Blanc, Sauvignon Blanc,
Souvignier Gris, Bronner, Prior, Regent, Couderc 13, Couderc Tinta e PI 4407 (V.
shuttleworthii), nao apresentou diferencas estatisticas na severidade da podridao da uva madura,
quando inoculadas por distintos isolados. Este resultado ¢ mais uma evidéncia de que também
em Santa Catarina, mais do que uma espécie de Colletotrichum esta envolvido nos sintomas da

podridao da uva madura.
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Os resultados do experimento de severidade da podriddo da uva madura em gendtipos
de Vitis spp. tém semelhangas com o estudo realizado por Hilha e colaboradores (2024), onde
as bagas de PI4407 comportaram-se como altamente resistentes, porém, diferentemente do
referido estudo, no presente estudo parece nao haver correlacao entre a coloragdo da baga e a
severidade da doenca, assim como a coloragdo da baga nao obteve correlacdo com a espessura

da cuticula, referida acima.

No presente estudo, realizado em laboratdrio, a variedade Bronner revelou-se ser uma
das variedades mais suscetiveis a podridao da uva madura, dentre as testadas. Resultado similar
ja havia sido obtido a campo tanto para Bronner, como para as variedades Regent, Calardis
Blanc e Prior que também apresentaram um nivel inferior e intermediario de susceptibilidade a

podriddo da uva madura em condi¢des de pomar a campo (Hilha et al., 2024).

De acordo com Shiraishi et al. (2007), hibridos interespecificos entre V. labrusca e V.
vinifera, apresentaram maior resisténcia ao Colletotrichum acutatum do que as variedades
viniferas. Isso pode ser devido a sua rusticidade genética, permitindo mecanismos de defesa
contra patdgenos, como por exemplo uma maior espessura da camada de cuticula e epiderme
do que as variedades domesticadas. Oliver (2016) também observou que as variedades
viniferas, nesse estudo Chardonnay, Cabernet Franc e Cabernet Sauvignon, apresentam maior
susceptibilidade ao Colletotrichum spp. pela medicdo da porcentagem de bagas infectadas por
cacho. No estudo de Steel et al. (2007) a variedade Riesling foi susceptivel ao Colletotrichum

spp. € a Greeneria uvicola, ap6s 12 dias de inoculag@o.

Por outro lado, os estudos da literatura cientifica, como o de Hsieh et al. (2023), relatam
que as espécies silvestres de videiras orientais como V. amurensis, V. heyneana, V.
quinquangularis, e V. davidi, sdo altamente resistentes aos patdogenos causadores da podridao
da uva madura, assim como uvas de mesa e materiais de melhoramento genético do leste
asiatico, tais como as variedades provenientes do melhoramento interespecifico entre V.
vinifera e V. labruscana, 'Shine Muscat', 'Oriental Star', entre outras, sendo altamente
resistentes ao C. gloeosporioides e C. acutatum, assim como 'Bailey Alicante A' e 'Muscat

Bailey A" .

Por outro lado, poucos estudos foram encontrados na literatura quanto a resisténcia de

genotipos PIWI e variedades de V. labrusca a podridao da uva madura, assim como sobre as
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variedades cultivadas da videira silvestre americana, V. shuttleworthii. O catdlogo internacional
de variedades de Vitis spp. (Vitis International Variety Catalogue - VIVC) contém uma lista de
descritores para a doenca em questdo, utilizando de niveis de resisténcia baixo, elevado (V.
amurensis) € muito elevado (variedade de Vitis labrusca - Isabel). O catalogo ainda informa
sobre os genes de resisténcia introduzidos por cruzamentos entre espécies americanas € asiaticas
das variedades Bronner, Calardis Blanc, Prior e Regent (todas PIWIs), possuindo graus de
resisténcia ao mildio e ao oidio. Porém, a espécie silvestre ndo cultivada descrita no catdlogo
com o codigo 13608, apresenta artigos publicados relacionando-a com graus de resisténcia a
antracnose (Elsinoé ampelina), podriddo negra (Guignardia bidwellii), oidio (Erysiphe
necator), entre outras doengas, ndo sendo relatado graus de resisténcia a podriddo da uva

madura.

Tabela 6: Comparacao das médias de didmetro da lesao (mm), causada pelos isolados
GL_VI 19 (Colletotrichum spp., Species Complex Acutatum) e GL_CU_47 (Colletotrichum
spp., Species Complex Gloeosporioides) nas variedades listadas abaixo, apds 10 dias de
inoculagao

DIAMETRO DA LESAQ (mm)

VARIEDADE GL VI 19 GL _CU 47
Concord 0,3aA 03aA
Niagara Rosada 0,3aA 0,3aA
Couderc 13 0,4aA 0,3aA
Sibera 0,3aA 0,6bB
P14407 04aA 05aB
Felicia 0,3aA 0,8bC
Poloskey Muscotaly 0,3aA 1,L1bD
Couderc Tinta 09aB 0,7aC
Helios 09aB 09acC

Calardis Blanc 09aB 1,0aC
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Regent 09aB 09acC
Souvignier Gris 1,0aB 1,0aD
Sauvignon Blanc 1,0aB 1,0aD
Bronner 1,1aC I,1aD
Prior 1,2aC 1,1aD
Merlot 1,2aC 1,2aD

Cv 21,1%

Legenda: Médias seguidas de mesmas letras mintsculas iguais nao diferem entre si nas colunas, e letras
maitsculas iguais ndo diferem entre si nas linhas, para o teste Scott Knott (p <0, 05). Os dados primarios foram
transformados em log10. Fonte: Burin (2024)

Em termos do periodo de incubacdo (PI) dos isolados GL VI 19 e GL CU 47, a
ANOVA revelou significancia estatistica entre os tratamentos. O coeficiente de variagdo foi de
27,4%. O resultado mais relevante nessa analise ¢ o longo periodo de incubagdo das variedades
Concord, Felicia, Poloskey Muscotaly e Sibera para o isolado GL VI 19 e as variedades
Concord, Couderc 13 e Nidgara Rosada para o isolado GL CU 47, apresentando o valor

maximo de periodo de incubacgao, 10 dias (Tabela 7).

As variedades Calardis Blanc, Souvignier Gris e P14407 (V. shuttleworthii), também
apresentaram periodos longos de incubagao, beirando o valor maximo, reafirmando uma maior
resisténcia desses gendtipos aos patogenos testados. No nivel intermediario estdo dispostas as
variedades Bronner, Helios, Sauvignon Blanc, Prior, Regent, Merlot e Couderc Tinta para o
isolado GL VI 19 e as variedades Bronner, Sibera, Sauvignon Blanc, Regent, Merlot e
Couderc Tinta para o isolado GL_CU _47. O menor PI foi verificado para variedade Couderc
Tinta quando inoculada com o isolado GL VI 19 e para Regent quando inoculada com o
isolado GL_CU _47. Entretanto, cabe ressaltar que houve diferenca estatistica nas médias das

variedades Sibera e Couderc Tinta entre os dois isolados.

Em tese, as variedades com maior PI, sugerindo maior potencial de retardamento do
sintoma, também exibem menores danos causados pelo patogeno. De fato, no presente estudo

as variedades Concord, Nidgara Rosada, Sibera, Poloskey Muscotaly, Couderc 13 e P14407,
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que apresentaram os maiores periodos de incubagdo e tiveram os menores didmetros do sintoma
da podriddo da uva madura. Esse resultado corrobora com os resultados encontrados por Hilha
et al. (2024), onde a variedade cultivada PI4407, obteve menor valor de PI e de didametro do
sintoma. Em conjunto, os resultados sugerem que as variedades acima mencionadas neste
paragrafo possuem barreiras mecanicas, tais como a maior espessura da epiderme e da cuticula

do fruto, o que contribui para o retardamento da entrada e colonizagdo do patogeno.

No outro extremo, as variedades com menores valores de PI, como por exemplo Regent
e Couderc Tinta, demonstraram serem frageis a entrada e a colonizagao do patdégeno (Tabela
6). Entretanto, as duas variedades citadas devem ter acionados mecanismos de retardamento da
evolucdo da doenca apds a infecgdo, ja que, na analise de didmetro do sintoma da doenga no
ultimo dia de avaliagdo, revelaram valores intermediarios de sensibilidade a podridao da uva
madura (Tabela 6). De forma geral, o periodo de incubagdao ndo deve ser tomado como

indicativo definitivo de resisténcia ou suscetibilidade a podridao da uva madura.

Tabela 7. Médias do periodo de incubacao (PI) em dias, dos isolados GL VI 19
(Colletotrichum spp., Species complex Acutatum) e GL_CU_47 (Colletotrichum spp. Species
complex Gloeosporioides)

PERIODO DE INCUBACAO (dias)

VARIEDADE GL VI 19 GL _CU 47
Concord 10,0aB 10,0aB
Felicia 10,0aB 8,4aB
Poloskey Muscotaly 10,0aB 82aB
Sibera 10,0bB 6,8aA
Couderc 13 9,4aB 10,0 a B
Calardis Blanc 9,0aB 8,4aB
Souvignier Gris 8,7aB 7,6 aB
Niagara Rosada 8,6aB 10,0aB

P14407 84aB 8,6aB
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Bronner 64aA 50aA
Helios 6,2aA 74aB
Sauvignon Blanc 58aA 54aA
Prior 56aA 7,2aB
Regent 56aA 40aA
Merlot 42aA 50aA
Couderc Tinta 38aA 6,8b A
Cv 27,4%

Legenda: Médias seguidas de mesmas letras mintsculas ndo diferem entre si na coluna, e médias de mesmas
letras maiusculas ndo diferem entre si nas linhas para o teste Scott Knott a p<0,05 de significancia. Fonte: Burin
(2024)

Por meio da andlise de epidemiologia temporal das variedades e isolados estudados no
presente estudo, é possivel complementar os dados apresentados pelo teste Scott Knott de
separacdo de médias. A variedade Merlot apresentou visualmente os sintomas da podridao da
uva madura de forma muito precoce, antes mesmo que qualquer outra variedade estudada
(Figura 26). Do mesmo modo, os sintomas evoluiram com grande rapidez, atingindo o maximo
de incremento da doencga no quarto dia (Figura 27), com um incremento de mais de 10 mm com
o isolado GL VI 19, metade deste valor para o isolado GL CU 47 (Tabela 8), logo apods
estabilizando os sintomas, ou seja, englobando toda a baga. Também se percebe uma maior

agressividade do fungo GL VI 19 sobre a variedade em questao.

Também, a variedade Prior, iniciou os maiores incrementos de sintoma a partir do
quinto dia (Figura 26), atingindo seu pico maximo em torno do sétimo dia para o isolado
GL VI 19, que atingiu incremento maior € em menos tempo, mostrando-se mais agressivo para
esta variedade do que o outro isolado (Figura 27). Da mesma forma, os sintomas e o pico
maximo de sintoma foram rapidos, sugerindo uma susceptibilidade da planta em rela¢do aos

patdgenos.

Do mesmo modo, a variedade Bronner foi extremamente suscetivel, atingindo um dos
maiores didmetros de sintoma da doenga, € em menor tempo. Ja a variedade Helios, apesar de

iniciar os sintomas com precocidade, estes evoluiram de forma mais lenta que as ja citadas
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acima para o isolado GL_CU _47. Contudo, o isolado GL_VI 19 ndo apresentou agressividade

na variedade Helios.

As variedades Felicia e Poloskey Muscotaly apresentaram os sintomas mais
tardiamente, em torno do sétimo dia; porém, em torno do nono dia de avaliacdo, as bagas
obtiveram seu maior valor de incremento da doencga, ambas para o isolado GL VI 47,

estabilizando logo em seguida.

Por outro lado, na variedade P14407, que estabilizou os sintomas de forma rapida, logo
apds o inicio do mesmo, o sintoma ocorreu de forma mais lenta, demonstrando possuir
mecanismos de resisténcia e controle da doenca, principalmente para o isolado GL_VI 19. Os
maiores incrementos da doenca ocorreram pelo oitavo dia para o isolado GL_CU 47 e pelo

quinto dia para o isolado GL VI 19.

Seguindo neste contexto, a variedade Sibera, que apresentou sintomas somente para o
isolado GL_CU_47, também exibiu menores incrementos de didmetro dos sintomas € menores

valores de assintota, assim como a variedade Couderc Tinta.

A variedade Sauvignon Blanc iniciou os sintomas precocemente, pelo segundo dia de
infec¢do, pois o isolado GL CU 47 ascendeu com rapidez ¢ ao décimo dia de avaliagdo
estabilizou-se. Ja o isolado GL VI 19 ascendeu com menor velocidade e de forma mais
homogénea e menos agressiva, nao estabilizando ao décimo dia (Figura 26). Isso indica que o
isolado GL_VI 19 é menos agressivo para esta variedade. Além disso, o isolado mais agressivo
apresentou uma assintota ao quinto dia de avaliagdo, representando um incremento de 2,9 mm
de didmetro do sintoma por dia, em comparagdo com a assintota mais branda entre o sexto e
sétimo dia no isolado GL VI 19, com metade do incremento de sintomas (Figura 27, Tabela

8).
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Figura 26 - Curva de epidemiologia temporal da podriddo da uva madura causada pelos
isolados GL_VI 19 e GL_CU_47 nas variedades de videira
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Figura 27 - Epidemiologia temporal da podridao da uva madura causada pelos isolados
GL VI 19 e GL _CU_47 em distintas variedades de videira
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Tabela 8. Valor dos incrementos didrios de sintoma da podridao da uva madura na assintota
maxima, nas diversas variedades de videira inoculadas com dois isolados distintos

Incrementos (mm)

Variedades GL_VI_19 GL_CU 47
Prior 1,7 2,4
Regent 39 1,3
Calardis Blanc 1 0,7
Bronner 3,1 2,0
P14407 0,5 0,8
Nidgara Rosada - 1,7
Poloskey Muscotaly - 19,4
Helios - 5,7
Felicia - 5,0
Sauvignon Blanc 1,4 2,9
Souvignier Gris 1,1 2,3
Couderc Tinta 4,3 2,50

Couderc 13 1,7 -

Sibera - 0.9
Merlot 10,4 5,6

Fonte: Burin (2024)

Os resultados da anélise de correlacdo de trilha entre os efeitos diretos e indiretos das
variaveis independentes sobre a variavel dependente de diametro do sintoma da podridao da

uva madura (mm), podem ser visualizados nas Figuras 28, 29, 30 e 31.



Figura 28 - Analise de trilha entre as variaveis de tipos distintos de variedades
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(VARIEDADE), tipos de corte histologico (CORTE), espessura da cuticula com microscopia
eletronica de varredura (CUT MEV) e espessura da epiderme com microscopia eletronica
(EP_MEV), apresentando as correlagdes diretas (linear) e indiretas com a varidvel resposta

‘didmetro do sintoma (mm)’

CORTE

CUT_MEV

EP_MEV

VARIEDADE

CORTE CUT_MEV EP_MEV VARIEDADE linear
0.081 0.003 0.012 0.000 0.096
0.008 0.032 0.125 -0.372 -0.207
0.006 0.023 0.169 -0.288 -0.090
0.000 0.016 0.066 -0.733 -0.651

;| -

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Response: SEVERIDADE | R% 0.463 | Residual: 0.733

[TRH]

Legenda: O separador decimal retratado por um ponto “.”, representa uma virgula “,”. Fonte: Burin (2024)

A analise dos efeitos diretos e indiretos sobre o didmetro do sintoma da podridao da uva

madura na baga (mm), estimada a partir da microscopia eletronica de varredura (Figura 28),

exibiu um coeficiente de determinacio R? de 0,46, o que explica aproximadamente 46% da

variagdo fenotipica total encontrada nos sintomas da podriddo da uva madura. Entretanto,

nenhuma correlagdo direta positiva foi significativa. No entanto, a interag@o entre a espessura

da cuticula e da epiderme obteve uma correlagdo fraca indireta (0,125) com o didmetro do

sintoma da doenga.
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Figura 29 - Analise de trilha entre as variaveis de tipos distintos de variedades
(VARIEDADE)), tipos de corte histologico (CORTE), espessura da cuticula com microscopia
eletronica de varredura (CUT_MEV) e espessura da epiderme com microscopia eletronica
(EP_MEV), apresentando as correlagdes diretas (linear) e indiretas com a variavel resposta
‘periodo de incubacgao (PI)’

CORTE CUT_MEV EP_MEV VARIEDADE linear
CORTE -0.118 0.028 0.002 0.000 -0.089
CUT_MEV -0.011 0.295 0.018 -0.037 0.264
EP_MEV -0.008 0.218 0.025 -0.029 0.205
VARIEDADE 0.000 0.149 0.010 -0.074 0.085
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Response: PI | R? 0.087 | Residual: 0.955

@

Legenda: O separador decimal retratado por um ponto “.”, representa uma virgula “,”. Fonte: Burin (2024)

A correlagdo entre o periodo de incubacao do isolado GL_VI 19 (PI), estimada a partir
da microscopia eletronica de varredura (MEV) exibiu um Coeficiente de determinacdo R? de
0,087, ainda mais baixo que a interagdo com o didmetro do sintoma da doenca (Figura 29). Dito
de outra forma, a influéncia das caracteristicas avaliadas afetaram pouco os resultados obtidos,
que foram pouco menos de 9% da variagdo fenotipica total. Porém, nesta andlise a espessura da
cuticula estimada no MEV, revelou coeficiente de correlagcdo positivo e direto com o PI, de
0,264. Também foi verificado a existéncia de coeficientes de correlagdo positivos das
caracteristicas espessura da epiderme e da cuticula com o PI, de forma indireta, e da espessura

da epiderme com PI, de forma direta (0,218 e 0,205, respectivamente). Por fim, foi encontrado
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o coeficiente de correlagdo positivo e indireto entre variedades e espessura da cuticula no MEV

de 0,149.

Os resultados sugerem que existe controle genético tanto para a espessura da cuticula
como para a epiderme. Além disso, os resultados indicam que a cuticula esta envolvida no
retardamento da infecgdo pelo Colletotrichum spp. Da mesma forma, os gendtipos contribuem

com a expressao dos sintomas da podridao da uva madura.

Figura 30 - Analise de trilha entre as variaveis de tipos distintos de variedades
(VARIEDADE), tipos de corte histologico (CORTE), espessura da cuticula com microscopia
optica (CUT_OP), espessura da epiderme com microscopia optica (EP_OP), apresentando os

coeficientes de correlacdes diretos (linear) e indiretos com a variavel resposta ‘diametro do
sintoma (mm)’

CORTE CUT_OP EP_OP  VARIEDADE linear
CORTE 0.121 0.013 -0.038 0.000 0.096
CUT_OP 0.011 0.143 -0.137 -0.458 -0.441
EP_OP 0.011 0.046 -0.424 0.546 0.179
VARIEDADE 0.000 0.068 0.241 -0.651
- - .
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Response: SEVERIDADE | R% 0.497 | Residual: 0.709

[13R2]

Legenda: O separador decimal retratado por um ponto “.”, representa uma virgula “,”. Fonte: Burin (2024)
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A andlise dos efeitos diretos e indiretos sobre o didmetro do sintoma da podridao da uva
madura na baga (mm), estimada a partir da microscopia Optica, exibiu um coeficiente de
determinagdo R? de 0,49, o que explica aproximadamente 49% da variagio (Figura 30). A
caracteristica espessura da epiderme medida na microscopia Optica (OP) exibiu coeficiente de
correlacdo positivo com as variedades e correlagdo indireta com o didmetro da lesdo do sintoma
da doenca (0,546). Além disso, a andlise exibiu coeficientes de correlacdo diretos entre a
espessura da epiderme e o diametro da lesdo do sintoma da podridao da uva madura (0,179), e

entre variedade e espessura da epiderme (0,241).

Figura 31 - Analise de trilha entre as variaveis de tipos distintos de variedades
(VARIEDADE), tipos de corte histologico (CORTE), espessura da cuticula com microscopia
optica (CUT _OP), espessura da epiderme com microscopia optica (EP_OP), apresentando
coeficientes de correlacdo diretos (linear) e indiretos com a variavel resposta ‘periodo de

incubagao (PI)’

CORTE CUT _OP EP_OP VARIEDADE linear
CORTE -0.145 0.042 0.015 0.000 -0.089
CUT_OP -0.013 0.476 0.053 -0.023 0.493
EP_OP -0.013 0.154 0.165 0.027 0.333
VARIEDADE 0.000 0.227 -0.094 -0.048 0.085

| -

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Response: Pl | R% 0.298 | Residual: 0.838

@

Legenda: O separador decimal retratado por um ponto “.”, representa uma virgula “,”. Fonte: Burin (2024)
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Por fim, a andlise de correlacdo entre as varidveis independentes de espessura da
cuticula (CUT_OP), espessura da epiderme (EP_OP), ambas por meio da microscopia Optica,
variedades distintas de Vitis spp. € o tipo de corte da baga com a caracteristica periodo de
incubagio do fungo (PI) (dependente) revelou 0,298 para coeficiente de determinagio R?, o que
equivale dizer, que elas explicam praticamente 30% da variacao fenotipica encontrada (Figura

31).

Os valores da caracteristica espessura da cuticula obtidos da microscopia oOtica
produziram o coeficiente de correlagdo direto de 0,493 com o PI, valor similar ao revelado pela
espessura da epiderme (0,333). Também foram encontrados coeficientes de correlagdo menores
e indiretos entre espessura da cuticula e espessura da epiderme (0,154) e entre variedades e

espessura da cuticula (0,227).

Em geral, o didmetro da lesao do sintoma da podridao da uva madura foi correlacionado
positivamente com a varidvel variedade, que representa graus de resisténcia distintos, como ja
mencionado anteriormente. Além de exibir correlagdo positiva, entre as estimativas de
espessura da epiderme e cuticula existe também o periodo de incubagdo. O maior valor para
coeficiente de correlagdo decorreu do efeito direto entre a espessura da epiderme medido na
microscopia Optica e as variedades, considerando o didmetro da lesdo do sintoma como varidvel

dependente (Figura 31).

Comparando os coeficientes de correlacdo evidenciados nas duas metodologias de
quantificacdo de espessura, microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia Optica
(MO), ¢ visivel que a metodologia de MO apresentou os maiores valores; exemplo disso sao os
valores de correlacdo entre a espessura da epiderme e variedades, na variavel dependente
didmetro do sintoma (Figuras 28 e 30). Com os dados obtidos no MEV, o valor do coeficiente
de correlagdo foi de -0,288 (correlacdo negativa), ja com a MO o valor foi positivo e maior
(0,546). Um segundo exemplo € a interacdo direta entre a espessura da cuticula obtida no MEV
com a variavel dependente, periodo de incubagdo. Na metodologia de microscopia eletronica
de varredura os coeficientes de correlagdo foram 0,205, valor menor que aquele obtido com
dados da microscopia 6ptica (0,333). Contudo, estudos de validagdo destas metodologias devem
ser realizados e em particular, para identificar o porqué dos diferentes valores para a mesma

variedade.
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Estudos ja relataram que a cuticula constitui a principal barreira fisica contra a entrada
e colonizacdo de fitopatdgenos (Percival et al., 1993), estando correlacionada com a quantidade
destas no aumento da resisténcia das variedades a podridao do cacho (Botrytis cinerea), por
exemplo, assim como Rosenquist e Morrison (1989); Herzog et al. (2022) e Gabler et al. (2003)
relataram que bagas de espécies de videiras americanas apresentaram espessura da cuticula
entre 4 a 10 um e maior resisténcia ao Botrytis cinerea do que as variedades viniferas com

espessura de até 3,8 um.

Resultados similares aos da literatura para botrytis também foram constatados no
presente estudo, pois a espécie cultivada P14407 da espécie silvestre americana V. shuttleworthii
demonstrou estatisticamente por meio duas metodologias de andlise, maiores valores de
espessura da cuticula e epiderme, exceto na espessura da epiderme obtida em microscopia
eletronica de varredura. Também exibiu maior resisténcia a inoculagdo do isolado fingico
GL VI 19, de Colletotrichum spp. avaliada em termos de menor didmetro da lesdo na baga e
maior periodo de incubagdo. Contudo, comparando os resultados obtidos no presente estudo,
pode-se concluir que os mecanismos que atuam contra Botrytis cinerea podem ser distintos em
natureza e efeito daqueles envolvidos com a podridao da uva madura, notadamente a espessura

da epiderme e cuticula.

A andlise de trilha também foi realizada para avaliar a correlagdo entre as mesmas
variaveis independentes mencionadas acima, sendo o periodo de incubacdo (PI), do isolado
causador de podridio da uva madura, GL VI 19, a varidvel dependente (Figura 31). O
coeficiente de determinagdo R? foi 0,39; portanto, 39% da variagio fenotipica total é explicada
pelas caracteristicas analisadas. Este valor ¢ levemente menor daquele revelado para a
estimativa do R? com didmetro da lesdo do sintoma (mm). Contudo, das variaveis avaliadas, a
cuticula obtida na MO exibiu coeficiente de correlagdo positivo e direto com o periodo de
incubagao (PI), indicando que a espessura da cuticula atrasa o desenvolvimento dos sintomas
da podridao da uva madura e auxilia como barreira fisica contra a entrada e desenvolvimento

do patdgeno.

A auséncia de literatura sobre a correlagdo entre as varidveis mencionadas e a podridao

da uva madura destaca ainda mais a relevancia da analise realizada neste estudo.
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8.4 ASSOCIACAO DA SEVERIDADE DA PODRIDAO DA UVA MADURA
COM AS CARACTERISTICAS DA BAGA

A severidade da podriddo da uva madura demonstra estar de certa forma associada com
espessura das camadas de epiderme e cuticula, pois, exceto as estimativas de espessura da
epiderme geradas a partir da microscopia Optica, a variedade P14407 exibiu maiores valores de
espessura da cuticula e epiderme, e maior periodo de incubagdo do fungo (PI) com a menor

severidade (diametro da lesdo do sintoma) da doenga.

Da mesma forma, foi verificado nas variedades de nivel intermedidrio das espessuras,
Regent e Calardis Blanc, que exibiram um periodo de incubagdo do fungo menor e niveis de
severidade intermedidrias, exceto a variedade Calardis Blanc, que mesmo com um PI
intermediario, foi capaz de exibir uma severidade da doenga menor, inferior somente a

variedade P14407.

A variedade Bronner, permaneceu no nivel intermedidrio de espessuras de cuticula e
epiderme e incubagao do patdégeno; porém, apresentou a maior severidade da podridao da uva
madura. Por fim, a variedade Prior exibiu altos valores de espessuras da cuticula e da epiderme
e periodo de incubagdo, menores somente que os exibidos pela PI 4407, porém, apresentou a

segunda maior severidade da doenca.

Embora os resultados obtidos no presente estudo indicam haver certa associagdo entre
a medida de espessura das barreiras fisicas de epiderme e cuticula, ¢ a severidade da doenga,
porém, ¢ notavel a grande influéncia do genotipo nos niveis de severidade, indicando que o
fator genético estd altamente correlacionado com a severidade da doenga, controlando a
expressdao de certos alelos de resisténcia que estdo no background genético das variedades
testadas. Contudo, o fato das variedades com menor espessura de cuticula e de epiderme serem

mais resistentes a podriddo da uva madura, merece ser investigada.

8.5 CONCLUSOES

Os resultados mostram que as caracteristicas genéticas de uma variedade de uva afetam
a intensidade da podridao das uvas maduras. Para entender a resisténcia ou suscetibilidade de
uma variedade as infeccoes por patdgenos, como os que causam a podridio da uva, ¢
fundamental entender essa relacdo entre a susceptibilidade a doenga e as caracteristicas

genéticas das plantas. E relevante destacar que as variedades Bronner e Prior apresentaram
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graus de doenca mais severos. Isso indica que eles s3o mais vulneraveis a infeccdo por
Colletotrichum spp. Por outro lado, as variedades Calardis Blanc e PI14407 foram resistentes a
podriddo da uva madura. Essas descobertas sugerem que a capacidade de uma variedade de
resistir a infeccdo por Colletotrichum spp. pode ser influenciada por variagdes genéticas.
Existem vdarias razdes para essas variagdes, como a existéncia de genes especificos de
resisténcia, a expressdo de genes relacionados a defesa e caracteristicas morfologicas que
influenciam a penetracdo e coloniza¢do do patdgeno. Além disso, distintos isolados causaram
respostas distintas do mesmo hospedeiro. Como resultado, entender as bases genéticas da

resisténcia as doengas nas plantas ¢ fundamental para criar variedades mais resistentes e para o

manejo eficaz de doengas na agricultura.

Em comparacdo com outras variedades, a P14407 apresentou um periodo de incubacao
do fungo mais longo. Isso indica que ela ¢ mais resistente a podridao da uva madura. A demora
no inicio dos sintomas pode ser uma caracteristica importante que os programas de
melhoramento genético podem explorar. O tempo de incubacdo mais longo pode indicar que a
planta tem mecanismos de defesa melhores que impedem que o patdogeno se desenvolva apos a
infecgdo. Existem varias caracteristicas que impedem a colonizagdo e disseminacgdo do fungo,
como respostas imunes mais rapidas e fortes e uma produgdo maior de compostos
antimicrobianos. E importante lembrar que o periodo de incubagdo ndo deve ser o unico sinal

que indica a resisténcia ou suscetibilidade da uva madura a podridao.

A intensidade dos sintomas, a capacidade da planta de se recuperar da infecgdo e a
estabilidade da resisténcia ao longo do tempo sdo consideragdes adicionais que devem ser
levadas em consideragdo. Para obter uma compreensao completa de sua resisténcia a doengas,
¢ necessario realizar uma avaliagdo completa das caracteristicas genéticas, morfologicas,
fisiologicas e moleculares das plantas. A analise da expressao de genes relacionados a defesa,
a localizagdo de marcadores genéticos relacionados a resisténcia e a avaliagdo do desempenho
da planta no campo podem fazer parte disso. Portanto, embora o periodo de incubagao
prolongado possa ser um indicador de resisténcia, ¢ necessaria uma abordagem integrada e

multifacetada para entender a resisténcia das plantas a podriddo da uva madura e outras doengas.

A andlise de trilha forneceu informagdes importantes sobre a relagdo entre as
caracteristicas estudadas e a severidade da podridio da uva madura. Além disso, fornece

informacdes sobre os efeitos diretos e indiretos do sintoma na baga. Aproximadamente 46% da
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variagdo na severidade da doenga pode ser atribuida as caracteristicas analisadas, de acordo
com o coeficiente de determinagdo (R?) de 0,46. Isso enfatiza a importancia desses elementos
na resisténcia das plantas a infec¢do por Colletotrichum spp. A andlise revelou que a espessura
da cuticula, a epiderme e as variedades (os distintos genotipos) tiveram um impacto indireto. A
variedade foi particularmente significativa no que diz respeito a lentiddo do desenvolvimento
dos sintomas. Isso implica que essas caracteristicas morfoldgicas das bagas e o periodo de
incubagdo desempenham um papel importante na resisténcia das plantas a podridao da uva
madura. Isso afeta indiretamente a intensidade da doenga. A analise enfatiza a influéncia da
genética neste caso, embora exista uma correlagio entre as espessuras da cuticula e da epiderme,
o periodo de incubacdo e a severidade da doenca. Isso significa que as caracteristicas
morfologicas e fisiologicas das uvas e os fatores genéticos influenciam a expressdo da

resisténcia a podridao.

O presente estudo ainda confirma a hipdtese de mais de uma espécie de Colletotrichum
esta associada aos sintomas da podriddo da uva madura nos vinhedos de Santa Catarina,

conforme j4 evidenciado em estudos anteriores em outras localidades.

Portanto, as caracteristicas do hospedeiro avaliadas no estudo, como espessura da
cuticula e da epiderme e periodo de incubagao, bem como de distintos isolados do patdogeno
podem ser usadas como critérios de selegdo em programas de melhoramento genético para
produzir plantas mais resistentes a podridao da uva madura. Essas descobertas fornecem uma
base solida para o desenvolvimento de métodos de manejo de doencas na viticultura, que

resultardo em uvas mais saudaveis e de alta qualidade.



123

9. CONSIDERACOES FINAIS

Desde a morfologia das bagas até a resisténcia genética das plantas, o presente estudo
examinou um conjunto de fatores relacionados a resisténcia de genotipos de videiraa podridao
da uva madura. Assim podemos ressaltar os seguintes aspectos importantes desta dissertagcdo
que podem contribuir para o desenvolvimento de estudos futuros:

A utilizacdo de novas metodologias de andlise de dados e interpretag@o de resultados, a
partir do software R, proporcionaram andlises mais profundas dos resultados, assim como o
desenvolvimento de uma escala diagramatica de doze niveis usando o indice de vegetacao
NGRDI, sendo este um grande avango na avaliacdo fenotipica da podridao da uva madura. Essa
escala fornece uma maior precisdo e acuracia na quantificacdo da severidade da doenga,
particularmente para as variedades de uva com coloragdo branca. Assim, os trabalhos
laboratoriais serao facilitados e os resultados serdo obtidos com precisao.

Porém, para garantir uma cobertura adequada na avaliacdo da severidade da doenca, ¢
necessario fazer ajustes nos modelos de avaliagdo. A dificuldade de visualizar o indculo em
variedades cuja coloragao da baga ¢ tinta ¢ um fator importante.

Também, vale ressaltar que a partir das analises dos resultados apresentados na presente
dissertacdo, a resisténcia a podridao da uva madura pode ser significativamente influenciada
pela espessura da cuticula e da epiderme dos distintos genétipos. Tais caracteristicas
morfoldgicas auxiliam na defesa dos genotipos de videira analisados, contra os isolados
estudados. Contudo, os resultados precisam de validagdo com o uso de outras variedades.

Dessa forma, a analise estatistica mostrou que a severidade da podridao da uva madura
foi afetada direta e indiretamente pela espessura da cuticula, pela epiderme e pelo periodo de
incubacdo. Para criar variedades mais resistentes a doenga, essas caracteristicas podem ser
utilizadas como critérios de sele¢do em programas de melhoramento genético.

Os resultados da seguinte pesquisa t€ém implicagdes significativas para o melhoramento
genético, incluindo o desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes, a identificacao
de variedades mais resistentes a podridao da uva madura e o incentivo de uma vitivinicultura
nacional mais sustentdvel e de alta qualidade.

No geral, esta pesquisa abordou aspectos morfologicos de distintos gendtipos de videira
e criou uma ferramenta de avaliacdo fenotipica de severidade a esta doenca. Isso representa um
avanco significativo no entendimento e na abordagem da podriddo da uva madura, fornecendo

insights uteis para pesquisadores, produtores e profissionais da vitivinicultura.
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