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Resumo: Phakopsora euvitis € uma espécie
fungica causadora da ferrugem da videira.
O trabalho teve por objetivo avaliar a
morfometria de uredinidsporos de P. euvitis
em videiras var. Isabel no municipio de Rio
Verde, Goias, Brasil, empregando técnicas
convencional quimica e moderna por
modelagem matematica em 3D. Os
urediniésporos  foram  coletados no
municipio de Rio Verde. As folhas foram
inicialmente observadas em
estereomicroscopio, e em  seguida,
realizadas Iaminas microscopicas in natura
com glicerol, e coradas com safranina 1% e
nitrato de prata 0,05%. A caracterizacao
morfolégica foi realizada a partir da
contagem de 60 urediniésporos com auxilio
do software Imagel. A partir das
micrografias, foi utilizada a técnica de
modelagem matematica em 3D para
observacdo da area superficial dos esporos.
Os corantes, azul de toluidina e nitrato de
prata apresentaram serem Otimos meios
quimicos para observacao da superficie dos
urediniésporos de P. euvitis. O uso de
imagem invertida e Spectrum Lut foram
possiveis obter imagens com maior
qualidade de detalhes, a partir do
empilhamento de pixels. Os urediniésporos
apresentaram comprimento e largura de
14,81 — 24,65 e 12,07 — 1555 pum e
coeficiente de variacdo de 13,11 e 7,59%,
respectivamente. A morfologia apresentou
ser sesseis com peddnculos levemente
alongados, ovoides, ovoide-elipsoide e
oblongo-elipsoide.
PALAVRAS-CHAVE: Urediniosporos.
Phakopsora. Ferrugem da videira. Vitis
vinifera.

Abstract: Phakopsora euvitis is a fungal
species that causes rust on the vine. The

aim of this work was to evaluate the
morphometry of P. euvitis urediniospores
in var. Isabel in the municipality of Rio
Verde, Goids, Brazil, using conventional
chemical and modern techniques by
mathematical modeling in 3D.
Urediniospores were collected in the
municipality of Rio Verde. The leaves were
initially observed in a stereomicroscope,
and then microscopic slides were made in
natura with glycerol, and stained with
safranin 1% and silver nitrate 0.05%. The
morphological ~ characterization = was
performed from the count of 60
urediniospores with the aid of the Image]
software. From the micrographs, the 3D
mathematical modeling technique was
used to observe the surface area of the
spores. The dyes, toluidine blue and silver
nitrate proved to be excellent chemical
means for observing the surface of P. euvitis
urediniospores. The use of inverted image
and Spectrum Lut made it possible to
obtain images with higher quality of
details, from the stacking of pixels. The
urediniospores had a length and width of
14.81 - 24.65 and 12.07 - 15.55 pm and a
variation coefficient of 13.11 and 7.59%,
respectively. The morphology showed to
be sessile with slightly elongated
peduncles, ovoid, ovoid-ellipsoid and
oblong-ellipsoid.
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INTRODUCAO

O cultivo de parreiras é uma
importante fonte de renda para 0 homem do
campo, principalmente no Brasil onde o
clima tropical influencia consideravelmente
sobre a cultura de inumeras variedades
adaptadas. Existem diversas variedades de
Vitis vinifera, como Nidgara e Isabel, Vitis
labrusca, Vitis aestivalis, bem como os
diversos porta-enxertos que sdo cultivados
no territorio brasileiro para producdo de
uvas de uso in natura, na forma de suco e
na producdo de vinhos (BAYER; DA
COSTA, 2006; FERRARI; NOGUEIRA,
2005).

No mundo em 2016, o cultivo de
videiras apresentou uma éarea total de 7,1
milhdes de ha?, com producio de 74,5
milhdes de toneladas (NAVARRO et al.,
2019; FAOSTAT, 2017). Conforme Gomes
et al. (2010), o Brasil € um dos paises de
maior producdo de vinhos e sucos do
mundo, sendo o estado do Rio Grande do
Sul o maior produtor de uvas para
elaboracdo de vinhos e sucos. O estado de
Goids é relativamente novo na cultura
vinifera, apresentando dado de producéo
para 0 ano de 2009, com 3.172 t ha e de
4.570 t ha! para conforme dados de IMB
(2004).

Entretanto, a viticultura em climas

tropicais apresenta sérios problemas com

agentes fitopatologicos em especial para o
fitopatdgeno Phakopsora euvitis,
pertencente a Familia Phakopsoraceae
(Arthur) Cummins & Hiratsuka. S&o
conhecidos, um total de 22 espécies
fangicas pertencentes a 29 géneros, estando
distribuidos em sete géneros da Familia
Vitaceae (PRIMIANO et al, 2017,
MINNIS et al., 2015).

O fungo P. euvitis apresenta urédias
mindsculas e

do tipo hipdfilas,

subdérmicas, tornando erumpentes,
cercadas por parafisias cilindricas entre 32
a 55 pm de comprimento, e coloracdo
amarelada a branca, conforme o periodo de
infestacdo. A espécie é um parasita
obrigatorio dependente de um hospedeiro
vegetal para que consiga se desenvolver
fechando seu ciclo de reproducdo
(PRIMIANO et al., 2017). Entretanto, o
ciclo completo de P. euvitis foi apenas
relatado no continente Asiatico, onde a
espécie hospedeira Meliosma myriantha
Sieb. & Zucc. é encontrada (CHATASIRI,
ONO, 2008). A sintomatologia causada por
P. euvitis, apresenta inicialmente pequenas
pustulas amareladas contendo uredinias que
recobrem quase totalmente a éarea
superficial da face abaxial foliar de V.
vinifera. Na face adaxial foliar, é possivel
observar faixas netréticas de coloracao

preta a amarronzada, ocasionando no
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estagio avancado a desfoliacdo precoce da
planta, perda de producdo, afetando a
qualidade e o acumulo de reservas,
comprometendo 0 vigor para 0 proximo
ciclo, sendo sua dispersdo exclusivamente
pelo vento (RASERA et al., 2019; FIALHO
et al., 2015).

No mundo, a ferrugem da videira é
relatada na Asia, Japdo, Colémbia,
Venezuela, América Central, Estados
Unidos, México e Australia (LEYVA-MIR
et al., 2017; NOGUEIRA JUNIOR et al.,
2017; PRIMIANO et al., 2017). No Brasil o
primeiro relato de infeccdo causada por P.
euvitis foi relatado em 2001 por Tessmann
et al. (2004), no municipio de Jadaia do Sul,
Noroeste do estado do Parana, em culturas
de V. vinifera L., consecutivamente, em
2003 a doenca foi observada nos municipios
de Indaiatuba, Itupeva e Louveira também
no estado do Parand, e em algumas areas do
estado de S&o Paulo como, Selviria e Ilha
Solteira (NARUZAWA et al., 2006).

Em 2006 em \viticulturas na
localidade de Trés Barras, municipio de
Santa Maria, Rio Grande do Sul por Bayer
e Da Costa (2006), no estado de Minas
Gerais (NORDESTE RURAL, 2005), no
estado do Mato Grosso nos estudos de Papa
et al. (2003), no estado de Santa Catarina
por Sonego et al. (2005), no estado de
Roraima por Halfeld-Vieira et al. (2009), e

no estado de Goids no municipio de Ipameri

(GOMES et al.,, 2016). Ainda pouco se
conhece sobre P. euvitis, sendo necessarios
que novos estudos sejam produzidos
principalmente utilizando técnicas quimicas
com 0 emprego de corantes vitais, e por
artificios matematicos como imageamento
3D a partir de imagens microscépicas que
auxiliem na identificacdo através das
microestruturas.

Sendo assim, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar a morfometria dos
urediniosporos de P. euvitis avaliados pelas
técnicas quimicas e matematicas em 3D
coletados em videiras var. Isabel no
municipio de Rio Verde, Goias, Brasil,
produzindo maior conhecimento e uso dos

artificios para melhor identificacao.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada entre o0s
meses de marco a junho de 2020, no
laboratério de Quimica Tecnoldgica do
programa  de  Pds-Graduacdo  em
Agroquimica do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano,
Campus Rio Verde, municipio de Rio

Verde, Goiés, Brasil.

Coleta dos urediniésporos

Limbos foliares de V. vinifera var.

Isabel contendo o fitopatdgeno P. euvitis,
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foi coletado, identificado e registrado no
banco micolégico do laboratério de
Quimica Tecnologica com o registro (P.
euvitis LQT ACPMF 01). A coleta foi
realizada no més de junho de 2020, em 20
parreiras no municipio de Rio Verde, Goias,
Brasil, com a seguinte coordenada
geogréfica referenciada por GPS (Garmin,
Mod. 64X GPS/Glonass) (17°43°12.9’S
50°53°04.5°W).

Analise microscépica

Os limbos foliares infectados foram
examinados inicialmente em
estereomicroscopio  (Olympus,  Mod.
SZX16), com aumentos de 5 e 10 vezes. Em
seqguida, foram confeccionadas laminas
microscopicas in natura com 100 pL de
glicerina (Dindmica, P.A — ACS, pureza
100%) e duas laminas coradas com solugéo
aquosa de azul de toluidina (Synth, P.A —
ACS, pureza 99,8%) concentracdo 1%
(m/v), e de nitrato de prata (Plat-Lab, P.A —
ACS, pureza 99,9%) concentracdo 0,05%
(m/v), a partir da escarificacdo direta das
urédias contendo os urediniosporos. Para a
analise microscopica e micrografias, foi
utilizo microscopio éptico de campo claro
(Olympus, Mod. 53) e camera digital
(Olympus, Mod. DP-74).
Caracterizacdo morfolégica

A caracterizacdo morfologica dos

esporos, foi realizada a partir da contagem

de 60 esporos com o auxilio do software
1.8.0_112),

proposto

ImageJ  (verséo livre,
modificado, conforme
inicialmente por Gomes et al. (2016). Para
avaliacdo das técnicas de modelagem
matematica em 3D foram utilizadas
micrografias Opticas descritas
anteriormente, com auxilio das funcoes
(Examples image inverter; Filters color
transformer e Interactive 3D surface
plot/gradiente Spectrum Lut), artificios para
tratamento de imagens do Imagel. As
laminas apds analise, foram armazenadas
sob refrigeracdo no laminario do laboratorio
de Quimica Tecnologica do IF Goiano,

campus Rio Verde, Goiés, Brasil.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada em
triplicata para a morfologia dos
urediniésporos, seguido de (£) desvio
padrdo das médias. Os dados foram
submetidos & analise de variancia
(ANOVA), com auxilio do software
estatistico PAST 3 Paleontological Statistics

(verséo livre, 4.03, 2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ferrari e Nogueira (2005) relataram
em estudos periodos entre janeiro a junho
para o ano de 2001; entre janeiro a abril para
0 ano de 2002, e entre dezembro a junho

para o0 ano de 2003. Neste estudo, a espécie

101

Revista Agrotecnologia, Ipameri, v.11, n.2, p.98-108, 2020




V. vinifera var. Isabel apresentou infestacéo
do fitopatégeno P. euvitis, 0 mesmo foi
relatado nos estudos de Gomes et al. (2016),
no municipio de Ipameri, Goiés, Brasil.
Bayer e Da Costa (2006), relataram a
presenca deste fitopatogeno em Vitis
labrusca L. em Trés Barras, regido do

municipio de Santa Maria, no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil.

Na Figura 1, estd apresentado um
limbo foliar face abaxial de V. vinifera var.
Isabel com numerosas coldnias de P.
euvitis, e micrografias Opticas dos
urediniosporos in natura e corado com azul

de toluidina.

Figura 1. A) Limbo foliar abaxial de Vitis vinifera L cv. Isabel com col6nias de Phakopsora

euvitis Ono. B) Micrografia ptica de campo claro de urediniésporos in natura. C) Micrografia
Optica de campo claro de uredinidésporos corados com azul de toluidina 1%. Barras
correspondem a 10 mm, 45 pum e 65 um para as figuras 1A, 1B e 1C, respectivamente. Fonte:
autores, 2020.

Os limbos foliares das videiras var. observadas na face adaxial foliar, sempre

Isabel avaliadas, apresentaram pequenas,
médias e grandes lesbes necréticas em
estado avangado da doenca. As lesbes sdo
caracterizadas pela coloracdo escura

(marrom a preto), com formas angulares

oposto as urédias formadas pelo P. euvitis
(Figura 1, A). De acordo com Gomes et al.
(2016), a infestacdo é observada apenas em
estadio tardio de infestacdo, onde as folhas

de parreira apresentam a ferrugem em
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praticamente todo o vegetal. Entretanto, os
urédios ainda com coloracdo amarela
intensa (Figura 1, B), sdo um progndstico de
que a doenca apresenta 0s primeiros

sintomas, sendo assim realizado o deshaste

das folhas contaminadas, incineragéo e uso
de fungicidas sistémicos para a espécie.

Na Figura 2, estd apresentado o
modelo em 3D da é&rea superficial de um
uredinidsporo de P. euvitis avaliado a partir

de uma micrografia Optica.

Figura 2. Modelo em 3D da area superficial de um uredinidsporos de Phakopsora euvitis. Barra

corresponde a 200 pm. Fonte: autores, 2020.

A técnica de modelagem matematica
em 3D da area superficial aplicada em um
urediniésporo de P. euvitis (Figura 2),
permitiu observar detalhes importantes que
fogem da resolucdo pela micrografia dptica
comum. Sendo necessario, 0 uso de técnicas
modernas de micrografia eletrbnica por
varredura (MEV), ou por eletrbnica de
transmissdo (MET) quando se deseja
observar detalhes citologicos. Este é o

primeiro relato do uso das técnicas de

modelagem em 3D para diagndstico
preliminar da area superficial de um esporo
fangico, onde se podem observar detalhes
importantes sobre a superficie do mapa com
area irregular (rugosidades) a partir da
sobreposicdo (empilhamento) de pixels.

A modelagem acontece a partir da
contagem sobrepostas dos pixels de uma
micrografia Optica com alta resolucdo e
qualidade. Como descrito, a qualidade da

influencia
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consideravelmente para o modelo 3D
empregado, onde quanto maior resolugéo e
qualidade de imagem, maior o nimero de
pixels agrupados (MENEZES FILHO,
2020).

Na Figura 3, prancha (A), estd
apresentada imagens micrograficas de

urediniosporos de P. euvitis, corada com
azul de toluidina tratada por imagem
invertida; e na prancha (B) corada com
solucdo de nitrato de prata e avaliada por
técnica de modelagem em 3D Spectrum Lut

evidenciando a area superficial celular dos

uredinidsporos bem ornamentada.

Figura 3. A) Micrografia dptica de uredinidsporos de Phakopsora euvitis corados com azul de
toluidina 1%, e imagem invertida. B) Micrografia éptica de urediniésporos corados com nitrato
de prata 0,5%, e imagem em Spectrum Lut. (seta preta) ornamentacao do tipo equinulado da
parede celular. Barras correspondem 80 pm, 95 um, 100 um e 180 um, respectivamente. Fonte:

autores, 2020.

Na Figura 3, prancha (A) em maior
ampliacdo, o corante azul de toluidina
evidenciou estruturas da parede celular de
P. euvitis, entretanto, apresenta baixa
qualidade de imageamento e perda

consideravel de resolucdo utilizando

objetivas planacromatica. J& na imagem
invertida da mesma micrografia, é possivel
observar em maior detalhe as estruturas da
area superficial dos uredinidsporos e maior
detalne da parede celular (Figura 3, A)

prancha em primeiro plano. Ainda na
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Figura 3, prancha (B) corada com solugao
de nitrato de prata 0,5% os detalhes da
superficie e da ornamentacdo do tipo
equinulado (Figura 4), aparecem com maior
nitidez e resolucdo, o que ndo é visto nos
trabalnos que apresentam  imagens
microgréficas dos esporos de P. euvitis nos
estudos de Gomes et al. (2016), e Tessmann
et al. (2004). Na prancha em primeiro plano
na Figura 3, prancha (B) foi utilizada a
partir da micrografia, modelagem em 3D
usando o artificio do Spectrum Lut em

imagem com coloragédo artificial onde é

possivel observar em grande resolugdo e
detalnes a ornamentacdo (seta preta) e
comparada com o padrdo de ornamentacao
(Figura 4). O mesmo foi observado por
Rasera et al. (2019) em eletromicrografias
de uredinidsporos de P. euvitis infectando
material foliar de V. vinifera var. Niagara
rosada.

Na Figura 4, estdo demonstradas
algumas  ornamentagbes de  esporos
fangicos, como ilustrado por Cummins e
Hiratsuka (2003).

Figura 4. OrnamentacGes de esporos flngicos. A-C: equinulado; D-G: verrugoso; H: estriado
verrugoso; |: listrado; J: tracejado; K: rugoso; L: labirintiforme; M: pseudoreticulado; N:

reticulado. (Fonte: Cummins; Hiratsuka, 2003).

As dimensdes dos uredinidsporos de
P. euvitis apresentaram comprimento e
largura de 14,81 — 24,65 x 12,07 — 15,55
pum, sésseis com pedunculos levemente
alongados, ovoides, ovoides-elipsoide e

oblongo-elipsoide  apenas em  um

hemisfério, e o coeficiente de variacdo foi
de 13,11% e de 7,59% para comprimento e
largura, respectivamente.

Diametros proximos ao deste estudo,
também foram relatados por Gomes et al.
(2016) em cultivar de V. vinifera var. Isabel
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em Ipameri, estado de Goias, Brasil, com
comprimento e largura médios de 14,6 —
23,3 x 11,5 — 15,4 pm (18,2 x 14,1 pm),
com urediniésporos apresentando também
coloracdo amarelada e sésseis com
pedinculos alongados em um hemisfério e
coeficiente de variacdo de 13,18% e 6,77%
para comprimento e largura,
respectivamente. Xavier et al. (2012)
encontraram dimensdes de 17,0 — 23,0 x
14,0 - 17,0 um. Halfeld-Vieira et al. (2009),
também encontraram urédias com paréafises
cilindricas, hipofilos subepidérmicos e
irrompantes, e urediniosporos  com
dimensoes de 24,0 — 26,0 x 15,0 — 18,0 um
e formato globoide. Tessmann et al. (2004)
também encontraram dimens@es proximas,
de 17 — 28 x 12 — 18 um com formato dos
urediniésporos ovoides, ovoides-elipsoide e
oblongo-elipsoide.

De acordo com Gomes et al. (2016) e
Xavier et al. (2012) os uredinidsporos sao
produzidos de forma desorganizada dentro
dos uredineais, portanto, apresentando
diversas formas como observado neste, e
em outros estudos avaliados. Vale ressaltar
que, os coeficientes de variacdo para
comprimento e largura, quando altos ou
baixos para um mesmo isolado fungico,
apresentam  variacdo, dependendo da

espécie vegetal hospedeira

(VASCONCELOS et al., 2014
CARVALHO et al., 2008).

CONCLUSAO

Phakopsora euvitis foi descrito pela
primeira vez por este estudo, no municipio
de Rio Verde, infectando a variedade de
Vitis vinifera var. lIsabel. Também foi
possivel verificar que o uso de ambas as
técnicas por corantes vitais e por
ferramentas de modelagem matematica em
3D, apresentaram importante evolucédo para
observacdo das  microestruturas, na
ornamentacdo da &rea superficial, e na
determinacéo das caracteristicas
micromorfologicas de  urediniosporos
viaveis de P. euvitis coletados em limbos
foliares de V. vinifera var. Isabel.

Este estudo possibilitou verificar que
0 uso de corantes e da modelagem
matematica sdo importantes e
imprescindiveis novos métodos no auxilio
durante a identificacdo da espécie fungica
avaliada. Sendo estes artificios, novas
ferramentas aliadas ao estudo quimico e
matematico para verificacdo de estruturas
microscopicas, na determinacdo da
ocorréncia  desta  espécie  fdngica
fitopatoldgica em videiras no municipio de

Rio Verde, Goiés, Brasil e no mundo.
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