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RESUMO

A principal praga da videira no Brasil, Eurhizococcus brasiliensis, tem
dificultado o cultivo, ndo s6 pelos danos causados e falta de controle eficaz,
mas principalmente pela falta de informagdes sobre a interagdo com a
videira. Existem varias hipoteses de como a pérola-da-terra mata uma
videira, mas até o momento nenhuma teoria péde ser comprovada. Com o
objetivo de avangar no conhecimento da interagao pérola-da-terra x videira,
avaliou-se a anatomia de ninfas e tecidos radiciais infestados, comparou-se
o desenvolvimento vegetativo e a fisiologia de plantas sadias e infestadas,
desenvolvendo-se analises nas fases de viveiro e vinhedo adulto. Para
melhor monitorar as alteragdes ocasionadas, as avaliagdes envolvendo
tecidos foliares de plantas infestadas, foram subdivididas em folhas
assintomaticas, cloréticas e necroticas. Observou-se até 3 estiletes em
ninfas de pérola-da-terra e estes podem medir duas vezes o tamanho do
corpo da pérola-da-terra. Na sua fase adulta a pérola-da-terra pode formar
uma carapaca protetora, onde se percebe uma proliferagdo de tecido
parenquimatico na base, resultante de um meristema lateral reativo a
presenca do inseto. Contudo, a parte superior e principal da capsula, que
recobre a cochonilha é formada por uma secregdo, possivelmente
polissacaridica e protéica, de origem ndo vegetal. No segundo ano de cultivo
no viveiro a pérola-da-terra reduziu drasticamente o desenvolvimento
vegetativo de mudas da cv. Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera). Em plantas
adultas da cv. Isabel (Vitis labrusca) a infestagdo por pérola-da-terra reduziu
o desenvolvimento vegetativo, por afetar negativamente a taxa fotossintética
e a quantidade de carboidratos nos tecidos.

'Dissertacao de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (77p.) Abril , 2008.
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ABSTRACT

The main pest of the grapevine in Brazil, Eurhizococcus brasiliensis,
has been making difficult the cultivation, not just by the damage and lack of
effective control, but mainly by the lack of information about the interaction
with the grapevine. There are many hypotheses on how the ground pearls
kills the grapevine, but so far no theory has been proved. With the aim of
advancing the knowledge of the interaction between the ground pearl x
grapevine, the present work was evaluated the anatomy of the nymphs and
the infested root tissues and compared the healthy and infested plants
growing at the initial and the adult stages. In order to monitor the effects in
leaves, leaves tissues from infested plants were subdivided into non-
symptomatic, with chlorosis and with necrosis leaves. It was observed up to
three stylets in nymphs of ground pearl and they can meansure twice as
longer as body of the ground pearl. In its adult phase, the ground pearl can
form a protective carapace. This protection is formed by a parenchymatous
tissue proliferation at the base, resulting from a lateral meristem reactive to
the insect presence. However, the top and main part of the protective
carapace, it is formed by a secretion, possibly made with polysaccharides
and proteins, of non-vegetable origin. In the second year of cultivation in the
nursery, the ground pearl reduced drastically the growing of the cv. Cabernet
Sauvignon (Vitis vinifera) seedlings. In adult plants of cv. Isabel (Vitis
labrusca) the ground pearl reduced the development, because it affected
negatively the photosynthetic rate and the carbohydrate reserve level in the
tissues.

'Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (77p.) April, 2008.
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1 INTRODUCAO

Conforme o Cadastro Viticola do Estado do Rio Grande do Sul, entre
1999 e 2004, houve um acréscimo de 33% na area plantada com vinhedos,
chegando a 35.263 ha (Mello, 2005). Essa expansao tem ocorrido
principalmente para atender a necessidade crescente de uvas,
principalmente para processamento. Entretanto, na implantacdo e/ou
renovacao de vinhedos, muitos produtores tém encontrando limitacdes de
ordem fitossanitaria, as quais praticamente inviabilizam o cultivo em
determinadas areas (Kuhn et al., 1996). Dentre os problemas fitossanitarios,
destaca-se a pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis Wille, 1922,
Hemiptera: Margarodidae) como o inseto-praga mais prejudicial a cultura,
sendo responsavel pelo declinio e morte de plantas de videira nas principais
regides produtoras (Hickel, 1996; Soria & Dal Conte, 2000). Além disso,
deve-se salientar que em vinhedos infestados por pérola-da-terra, os danos
causados pelo inseto sao intensificados em anos com estiagens, fendmeno
este que deve intensificar-se no Estado do Rio Grande do Sul, com base nos
cenarios previstos de mudangas climaticas (Defesa Civil do Estado do Rio

Grande do Sul, 2008).



Além da pérola-da-terra ser um empecilho na implantagcdo de novos
vinhedos, ha uma quantidade consideravel de vinhedos instalados em locais
ou regides infestadas, visto que a mesma é de origem neotropical. Isto
acarreta um custo de producdo crescente, em detrimento de uma

produtividade cada vez menor até o declinio completo do vinhedo.

O controle quimico da pérola-da-terra na cultura da videira tem sido
dificil, pois, além do elevado custo do unico inseticida registrado para a
cultura, ndo ocorre um controle satisfatorio deste inseto. Dentre as razdes da
baixa eficiéncia do controle quimico, salienta-se a incapacidade de atingir o

inseto com o produto aplicado.

Devido a esta dificuldade de controle da pérola-da-terra, muitos
produtores sdo obrigados a abandonar as areas de cultivo. Com isso,
regides outrora tradicionalmente produtoras, como a regidao Norte do Rio
Grande do Sul, atualmente ndo conseguem mais explorar economicamente
esta cultura. Considerando que o setor vitivinicola € formado principalmente
por pequenas propriedades e com mao-de-obra familiar, destaca-se que
essa inviabilidade de cultivo resulta em grande impacto sécio-economico

nestas regioes.

Apesar da videira e diversas espécies apresentarem-se como
suscetiveis ao ataque da pérola-da-terra, tem sido observado que algumas
espécies nativas e/ou cultivadas apresentam aparente resisténcia a este
inseto. Estas diferengcas tém levantado alguns questionamentos, de ordem
fisiologica, bioquimica e anatdbmica, de como ocorre a interagao pérola-da-

terra x videira. O avanco no conhecimento desta interacdo possivelmente ira



auxiliar no desenvolvimento de estratégias sustentaveis de controle, até o

momento n&o disponiveis.

Entre os modelos de estudo de insetos fitéfagos (semelhantes a
pérola-da-terra) melhor caracterizados até o momento, estdo as espécies de
afideos, da ordem Hemiptera (Miles, 1999). Com base nas caracteristicas
anatbmicas intrinsecas desse grupo de hemipteros, observa-se que a
pérola-da-terra apresenta o mesmo tipo de aparelho bucal sugador e,
consequentemente, um habito alimentar muito semelhante ao dos afideos
(Lima, 1942). Além disso, a pérola-da-terra pertence a subordem
Sternorrhyncha (China & Miller, 1959), que € a mesma da Aphididae.
Consequientemente, o avango na compreensao dos habitos alimentares de
afideos, especialmente da constituicdo bioquimica da saliva e seus efeitos
no hospedeiro, servem como modelo na elaboragdo de estratégias e na

conducgao dos estudos com a pérola-da-terra.

Os estudos das propriedades da saliva de afideos tém possibilitado a
caracterizacao de varios sintomas nos hospedeiros, sob os pontos de vista
bioquimico e fisiolégico. Dentre esses, destaca-se a manipulagdo que esses
insetos exercem sobre os niveis de aminoacidos na seiva do floema, em
favor da grande necessidade de compostos nitrogenados (Sandstréom et al.,
2000). Além disso, os afideos podem promover mudangas qualitativas nos
niveis de carboidratos (Holmes et al., 1991), as quais podem resultar em
alteracbes na distribuicdo e no acumulo de reservas, e na expressao
diferenciada de genes fotossintéticos em folhas, conforme a teoria do “sugar

sensing” (Smeekens, 2000).



Os componentes proteicos da saliva de afideos, regurgitados para o
floema, podem se distribuir acropeta ou basipetamente por toda a planta,
ocasionando sintomas em locais distintos dos sitios de ataque do inseto
(Madhusudhan & Miles, 1998). Entretanto, n&do apenas as proteinas da
saliva, mas fragmentos do préprio hospedeiro, liberados pela agao
enzimatica da saliva, também podem ser moléculas que desempenham
efeitos sistémicos na planta. Esse € o caso da acado das pectinases que
atuam sobre a lamela média das paredes celulares para facilitar a passagem
do estilete bucal nos tecidos vegetais (Ma et al., 1990). Durante esse
processo, a agao das pectinases libera fragmentos de pectinas, os
oligogalacturonideos, os quais sao considerados moléculas sinalizadoras
(Albersheim & Darvill, 1985) e indutoras da liberacdo e/ou sintese de
compostos de defesa. A maior ou menor liberagdo de fragmentos ativos,
bem como o tipo de fragmento gerado, dependem das caracteristicas
quimicas e estruturais das pectinas presentes no tecido atacado e da
atividade hidrolitica das pectinases liberadas (Braga et al., 1993). O padrao
de metilesterificagdo das pectinas tem influéncia direta sobre o modo de
agao de pectinases (Sakai et al., 1993) e, consequentemente, na liberagao
de fragmentos que possuem grau de polimerizagdo = 12, os quais sdo 0s
mais ativos indutores da sintese de fitoalexinas em plantas (Nothnagel et al.,

1983).

De modo geral, a acédo sistémica provocada pelos componentes da
saliva dos hemipteros pode ser muito complexa e variavel entre insetos e

hospedeiros, podendo determinar a susceptibilidade de um hospedeiro a um



determinado inseto, como € o caso da relagao pérola-da-terra/videira. De
acordo com Miles (1999), a acdo salivar dos hemipteros pode determinar
nao so a severidade do dano, mas também a capacidade de ataque a certos
hospedeiros. Desse modo, o conhecimento das alteracbes bioquimicas e
fisioloégicas nas plantas, provocadas pelo ataque destes insetos sugadores,
apresenta-se como um fator chave na caracterizacdo e selegdo de plantas
de videiras resistentes, bem como na identificacdo do modo de acado da
pérola-da-terra que causa o declinio dessas plantas, o que até o momento

se desconhece.

Apesar do conhecimento da sintomatologia de plantas de videira
atacadas por pérola-da-terra (Botton et al., 2000), ndo existe uma descri¢cao
de como os sintomas se manifestam. Até o momento, acredita-se que o
definhamento das plantas atacadas se deve a sucgao da seiva e/ou a uma
acao toxicogénica em decorréncia da incompatibilidade bioquimica entre o
inseto e o hospedeiro. Essa suposicdo € corroborada pela origem
neotropical da cochonilha e pela origem neartica (americana) ou paleartica

(européia) das plantas de videira.

Partindo-se da premissa de que pouca ou nenhuma informacgao foi
gerada sobre a fisiologia, a bioquimica e a anatomia do ataque da pérola-da-
terra em plantas de videira, visto que a maioria dos trabalhos anteriores
objetivou o controle direto da pérola-da-terra, pode-se supor que, com base
nos resultados obtidos, sera possivel gerar informagdes basicas para o
desenvolvimento de metodologias alternativas e eficazes para o controle da

pérola-da-terra. Estudos neste sentido sdo de vital importancia para se



conhecer a praga e, consequentemente, avangar no objetivo de controle
dessa cochonilha, que tem proporcionado grandes prejuizos de ordem social
e econdmica nas regides vitivinicolas do Brasil.

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivos, obter uma
descricdo dos tecidos radiciais atacados em plantas de videira, bem como

uma caracterizagao fisioldgica dos efeitos provocados pela pérola-da-terra.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Classificacao taxondmica e distribui¢cdo geografica

A pérola-da-terra Eurhizococcus brasiliensis (Wille, 1922) (Hemiptera:
Margarodidae) foi constatada pela primeira vez em agosto de 1921, por
Celeste Gobbato, na localidade de Silveira Martins, entdo municipio de
Santa Maria, Rio Grande do Sul e classificada primeiramente como
Margarodes brasiliensis por (Wille, 1922). Passando posteriormente por
diversas nomenclaturas e reclassificacdes: Margarodes brasiliensis Hempel
por (Costa Lima, 1924), Eurhizococcus brasiliensis (Hempel) (Silvestri,
1936), Eurhizococcus brasiliensis (Hempel) (Jakubski, 1965), Margarodes
soriai (Foldi, 1987) e finalmente para Eurhizococcus brasiliensis (Wille)
(Foldi, 2005). Hempel é constantemente citado como autor, mas este apenas
sugeriu o0 nome de Margarodes brasiliensis a J. Wille, que descreveu a

espécie e publicou em 1922 (Foldi, 2005).

A pérola-da-terra encontra-se distribuida por toda a regido viticola
tradicional do Estado do Rio Grande do Sul, englobando a regido da Serra

Gaucha (Soria, 1986; Secchi, 2001), Santa Maria (Wille, 1922) e Passo



Fundo (Panizzi & Noal, 1971). Até o presente momento, ainda n&o ha relatos
da presencga de pérola-da-terra nas novas regides viticolas do Rio Grande do

Sul, como a Serra do Sudeste e a Campanha Gaucha.

Fora do Rio Grande do Sul, a pérola-da-terra tem sido encontrada em
Santa Catarina, na microrregido colonial do Rio do Peixe (Matos & Schuck,
1988; Milanez, 2001); no Parana, nos municipios de Rio Negro (Figueira

Junior, 1970) e Curitiba (Gallotti, 1976, Morales, 2001).

Em Sao Paulo foi observada pela primeira vez em 1960, infestando
cana-de-acucar no municipio de Santa Rita do Passa Quatro e Guarei
(Novo, 1978) e Louveira (Lourencédo et al.,, 1989). Mais recentemente, a
pérola-da-terra também foi encontrada na regido do Vale do Sao Francisco
nos Estados de Pernambuco e Bahia, principalmente em areas de cana-de-

agucar e videira (Haji & Alencar, 2000).

2.2 Disperséo

A disseminagao a longas distancias da pérola-da-terra pode ocorrer
por varios meios, sendo o homem responsavel pela maioria deles. Esta
dispersao pode ocorrer através do solo retido nos calgcados, nas enxadas e
em implementos agricolas, quando ha movimentagdo de um parreiral para
outro. Porém, o principal meio de dispersdo é através da movimentagao de

mudas enraizadas e infestadas pela praga (Mariconi & Zamith, 1973).

Na dispersdo a curtas e médias distancias destacam-se as formigas

doceiras, principalmente a Linepithema humile Mayr, a qual associa-se aos



cistos de pérola-da-terra em busca de excrementos acgucarados
(protocooperacao). Apesar de hemipteros sugarem grandes quantidades de
seiva das plantas, apenas a quantidade de nutrientes necessaria a
sobrevivéncia e desenvolvimento é retida, sendo o restante eliminado
(Delabie, 2001). E é exatamente este liquido eliminado, rico em sacarideos,
que é aproveitado pelas formigas como fonte alimenticia (Sacchett, 2006).
Além disso, os hemipteros mirmecdéfilos (aqueles que estabelecem relagbes
de protocooperagdo com as formigas) s&o defendidos pelas formigas que
agem diretamente sobre os inimigos naturais e, até mesmo, constroem

abrigos sobre as colénias de hemipteros (Fowler et al., 1991)

Desta associacgao, resulta um aumento da dispersao da praga dentro
e fora do parreiral, pois as formigas transportam as ninfas moéveis recém-
eclodidas até as raizes de plantas hospedeiras (Delabie, 2001), adotando-as

como suas proprias crias (Hickel, 1994).

Soria & Moraes (1997), observaram as seguintes espécies de
formigas associadas a pérola-da-terra na cultura da videira no Estado do Rio
Grande do Sul: Dorymyrmex sp.; Linepithema humile (Mayr, 1866),
Brachymyrmex sp.; Camponotus blandus (Smith, 1858); Camponotus
crassus (Mayr, 1862); Camponotus melanoticus (Emery, 1894); Camponotus
renggeri (Emery, 1894); Camponotus rufipes (Fabricius, 1775); Camponotus
sp.; Paratrechina fulva (Mayr, 1862); Acromyrmex crassispinus (Forel, 1909);
Crematogaster sp.; Pheidole aberrans (Mayr, 1868); Pheidole megacephala
(Fabricius, 1793); Pheidole triconstricta (Forel, 1886); Solenopsis saevissima

(Smith, 1855); Wasmannia auropunctata (Roger, 1863); Hypoponera sp.;
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Prionopelta sp.; Pseudomyrmex sp.; sendo que a espécie encontrada com

maior frequéncia foi a L. humile (Mayr, 1866).

2.3 Biologia

A pérola-da-terra € uma cochonilha subterranea que ataca as raizes
de plantas cultivadas e silvestres. Uma vez instalada, a cochonilha penetra
seus estiletes no sistema radicial da planta hospedeira, onde inicia a

alimentagao, sugando a seiva da hospedeira.

Visto que os adultos sdo desprovidos de aparelho bucal, a pérola-da-
terra € prejudicial as plantas somente no primeiro, segundo e terceiro
instares (Soria & Gallotti, 1986). Esta cochonilha se reproduz principalmente
através de partenogénese telitoca apresentando uma geragdo por ano e
multiplicando-se na ordem aproximada de 300 individuos a partir de cada

cisto.

A fase de cisto com ovos, que na regidao Sul do Brasil ocorre de
outubro a margo, caracteriza-se por possuir cor branco-acinzentada que,
quando repleto de ovos, torna-se fragil e quebradigo, rompendo-se para
liberar os ovos e ninfas de primeiro instar. Neste periodo, que ocorre de
novembro a margo, as ninfas recém eclodidas pressionam e rompem as
paredes frageis do cisto. A fase de primeiro instar € mével e desloca-se de
forma ativa até encontrar uma raiz para se fixar e alimentar (Gallotti, 1976;

Foldi, 1990; Hickel, 1998; Botton et al., 2000; Soria & Dal Conte, 2000).
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A partir do segundo instar, as ninfas ja fixadas nas raizes perdem as
pernas e encerram-se no interior da sua cuticula, que converte-se numa
capsula protetora, assumindo formato esférico. A ninfa de terceiro instar
atinge o maximo de crescimento nos meses de outubro e novembro, possui
formato globoso, de coloragdo amarela, sendo por isso denominada de
pérola-da-terra. O completo desenvolvimento das ninfas geralmente culmina
com a partenogénese telitoca ou entdo a fémea rompe o cisto para subir a
superficie como fémea mdvel para um eventual acasalamento (reprodugéo
sexuada), retornando, em seguida, para o interior do solo. Embora pouco
comum, na reproducdo sexuada, esporadicamente, os insetos podem
apresentar uma fase de pré-pupa, pupa e originar machos alados que vivem
no maximo dois dias com a fungdo de copular as fémeas moéveis (Hickel,
1998; Soria & Dal Conte, 2000) (Figura 1). Poucas informag¢des encontram-
se disponiveis sobre o que ocorre com as fémeas moveis apos a
fecundacao, bem como os fatores que levam ao aparecimento de machos na

espécie (Foldi, 1990).

Nos meses mais frios, mesmo com plantas de videira em repouso
vegetativo, as ninfas de segundo e terceiro instar da pérola-da-terra nao
interrompem o desenvolvimento, caracterizando auséncia de dorméncia ou
diapausa (Hickel, 1998), o que contribui ativamente para o definhamento da

planta.
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FIGURA 1. Ciclo bioléogico da pérola-da-terra (Eurhizococcus
brasiliensis) infestando plantas de videira nas condigdes
edafoclimaticas da regido Sul do Brasil. Adaptado de
Hickel (1996).

12
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2.4 Sintomas e danos

A succdo da seiva efetuada pela praga nas raizes da planta
hospedeira provoca um definhamento progressivo da videira, com redugéo
da producdo e consequente morte das plantas. Em videiras adultas, as
folhas ficam cloréticas entre as nervuras de maneira similar a deficiéncia de
magneésio, encarquilham, ocorrendo em alguns casos, queimaduras nas
bordas (Hickel, 1998). Plantas com estes sintomas, geralmente apresentam
baixo vigor, entrends curtos, entram em declinio e morrem. Geralmente, no
primeiro ano apds o plantio, as plantas desenvolvem-se normalmente e
atingem no segundo ano, uma brotacao fraca e desuniforme, ocorrendo a
morte a partir do terceiro ano. Plantas adultas, possivelmente por possuirem
o sistema radicial mais desenvolvido, demoram mais para morrer (Botton et
al., 2000). Estes sintomas costumam ser atribuidos a toxinas que
supostamente sao injetadas nos tecidos vasculares da videira (Haiji et al.,

2004).

Apesar de haver esta descricdo dos sintomas de plantas atacadas
pela pérola-da-terra, até o presente momento nao se dispde de informacdes
de como se manifestam estes sintomas. Neste sentido, destaca-se que nao
ha uma descricido do que pode ser causa ou consequéncia, na evolugao de

cada sintoma.



2.5 Plantas hospedeiras
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Inimeras espécies de plantas cultivadas e silvestres foram relatadas

como hospedeiras da pérola-da-terra (Panizzi & Noal, 1971; Gallotti, 1976;

Soria & Gallotti, 1986; Botton et al., 2000; Teixeira, 2002). A de maior

importancia econémica € a videira (Tabela 1).

TABELA 1. Relacdo dos hospedeiros nos quais a pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis) ja foi constatada. (Adaptado
de Panizzi & Noal, 1971; Gallotti, 1976; Soria & Gallotti,

1986; Botton et al., 2000; Teixeira, 2002).

Espécie Nome cientifico Familia
Aboboreira Cucurbita pepo L. Cucurbitaceae
Alecrim Rosmarinus officinalis L. Lamiaceae
Alface Lactuca sativa L. Asteraceae
Almeirdo, Chicoria Chicorium endivia L. Asteraceae
Amarilis Amaryllis sp. L. Amaryllidaceae
Ameixeira Prunus domestica L. Rosaceae
Amendoim Arachis hypogaea L. Fabaceae
Amora Morus nigra, Morus alba L. Moraceae
Azedinha Oxalis articulata Pink-sorrel. Oxalidaceae
Batata doce Ipomoea batatas Lam. Convolvulaceae
Batatinha Solanum tuberosum L. Solanaceae
Brinco-de-princesa Fuchsia sp. Plum. Onagraceae
Camomila Matricaria recutina L. Asteraceae
Cana-de-agucar Saccharum officinarum L. Poaceae
Capim de folha larga Digitaria sp. L. Poaceae
Carqueja Baccharis trimera DC. Asteraceae
Caruru-bravo Phytolacca decandra L. Phytolaccaceae
Castanheira portuguesa Castanea vesca Gaerth Fagaceae
Cenoura Daucus carota L. Apiaceae
Cerejeira Prunus cerasus L. Rosaceae
Chuchuzeiro Sechium edule Swartz Cucurbitaceae
Chorao Salix humboldtiana Kunth Salicaceae
Cinamomo Melia azedarach L. Meliaceae
Cipo-de-veado Polygonum convolvulus L. Polygonaceae
Craveiro Dianthus caryophyllus L. Caryophyllaceae
Crisantemo Chrysanthemum sp. L. Asteraceae
Dalia Dahlia sp. L. Asteraceae
Erva-de-bicho Polygonum sp. L. Poligonaceae
Erva lanceta Solidago microgiossa DC. Asteraceae
Erva mate llex paraguayensis St.Hil. Aquifoliaceae
Eucalipto Eucalyptus spp. L'Hér. Myrtaceae
Figueira Ficus carica L. Moraceae
Funcionaria Gazania ringens L. Asteraceae
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continuacdo TABELA 1. Relacdo dos hospedeiros nos quais a pérola-
da-terra (Eurhizococcus brasiliensis) ja foi
constatada. (Adaptado de Panizzi & Noal,
1971; Gallotti, 1976; Soria & Gallotti, 1986;
Botton et al., 2000; Teixeira, 2002).
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2.6 Controle
2.6.1 Resisténcia de plantas

E sabido que as plantas desenvolveram alguns padrdes de defesa
contra o ataque de insetos ou pragas como a pérola-da-terra, os quais
podem ser quimicos (aleloquimicos), ou fisicos, como pélos e parénquima

mais espesso (Buckley & Gullan, 1991).

Dentre os métodos de controle de insetos, a resisténcia de plantas &
considerado um dos mais promissores. Até o momento, observagdes de
campo indicam que a cultivar Magnalia (Vitis rotundifolia M.) é resistente a E.
brasiliensis (Soria et al., 1993). Colletta & Botton (2001), avaliando cultivares
de videira a resisténcia de pérola-da-terra, observaram que além da
Magndlia, outras variedades de V. rotundifolia foram significativamente
menos infestadas pela pérola-da-terra, em relacdo ao porta-enxerto 101.14,
indicando resisténcia do tipo antixenose/antibiose nestes gendtipos. Devido,
possivelmente, ao vigor elevado das cultivares de V. rotundifolia, foi
observado que a resisténcia do tipo tolerancia também encontra-se

presente.

V. rotundifolia vem sendo empregada mundialmente como fonte de
resisténcia a problemas fitossanitarios da videira principalmente, nematéides
e filoxera (Olmo, 1986; Kellow et al., 2002). Nesse sentido, embora as
cultivares desta espécie apresentem problemas agronémicos como

maturacao desuniforme e dificuldades na propagacao, os frutos podem ser
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empregados na elaboragéo de sucos, vinhos e geléias, além de ser indicado

para consumo “in natura” (Olien, 1990).

O emprego de V. rotundifolia, do subgénero Muscadinia (2n = 40)
diretamente como porta-enxerto para cultivares Vitis vinifera L. e Vitis
Labrusca L. do subgénero Euvitis (2n = 38), ndo tem sido possivel por falta
de compatibilidade de enxertia entre essas espécies (Schuck et al., 1993).
Além das diferengas cromossémicas, existem caracteristicas morfologicas e
anatbmicas importantes entre os subgéneros de Vitis. Por exemplo, nos
ramos de Euvitis ha diafragmas interrompendo a medula em cada no, o que
ndo ocorre em Muscadinia, sendo sua medula continua. A casca das
videiras é estriada, exceto em Muscadinia, que apresenta lenticelas sobre a

casca lisa.

Apesar destas diferencas, é possivel a utilizacdo de hibridos
interespecificos de V. rotundifolia x espécies do subgénero Euvitis, cuja
compatibilidade de enxertia ja foi comprovada (Olmo, 1986; Mullins et al.,
1992). Alguns hibridos resultantes destes cruzamentos como NC66C196-3,
NC66C203-9, NC66C206-3p, NC66C203-8, 43-43 e 39-16 mostraram-se
promissores na resisténcia a E. brasiliensis e sdo compativeis com cultivares
de ampla aceitabilidade comercial no Brasil (Soria et al., 1994; Schuck et al.,
2001). Entretanto, recentes observagdes indicam que mesmo estes
materiais podem definhar, dependendo do grau de insfestacdo por pérola-
da-terra que o local apresenta. Além disso, apresentam alta fragilidade a

fungos de solo em condi¢des de elevada umidade.
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Recentemente, Bernd et al. (2007) testaram protocolos de
micropropagacao para porta-enxertos hibridos resultantes do cruzamento da
cv. Isabel (V. labrusca) e da var. Magndlia (V. rotundifolia), tidos como
resistentes em campo naturalmente infectado por pérola-da-terra. Estes
porta-enxertos ainda ndo estédo disponiveis comercialmente e, sdo resultado

do programa de melhoramento genético da Embrapa Uva e Vinho.

2.6.2 Bioldgico

No controle biolégico da pérola-da-terra, destaca-se o fungo
entomopatogénico Paecilomyces fumosoroseus W. Em experimentos de
laboratério foi obtido um controle de 95% na concentragdo de 10°
conidios.ml” e de 100% com 10® conidios.ml” (Gomes & Soria, 1992).

Porém, isto nao é utilizado, pois ndo apresenta aplicabilidade a campo.

Os nematoides entomopatogénicos também foram testados para o
controle da pérola-da-terra. Nestes testes foi utilizada o Steinernema
carpocapsae W. que proporcionou 100% de mortalidade de fémeas
ambulatérias em laboratério (Hickel & Schmitt, 1997). Entretanto, como
apenas 25% da populagéo de cistos aptos a reproducgao resulta em fémeas
moveis livres no solo e 75% dos cistos evoluem para a fase reprodutiva, sem
que as fémeas abandonem o invélucro protetor, tem-se dificuldade para

emprego deste nematdide (Hickel & Schmitt, 1997).

O principal predador da pérola-da-terra € a mosca Prolepsis lucifer

(Diptera: Asylidade), sendo que a larva de primeiro instar penetra nos cistos,
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alimentando-se da fémea e ovos. Foi observado que o predador apresenta o
ciclo semelhante ao da pérola-da-terra (univoltino); porém nao efetua
controle em nivel econbmico. Apesar da mosca se desenvolver em
laboratério, até o momento ndo foi possivel obter o acasalamento e a

reprodugao da mesma (Soria & Mello, 1998).

2.6.3 Cultural

Uma alternativa para reduzir a populacdo de pérola-da-terra é o
revolvimento do solo, indicado para viveiros de mudas, onde o dano da
cochonilha pode provocar a morte das plantas jovens (Oliveira et al., 1971).
Além disso, destaca-se que a eliminacao de ervas daninhas constitui-se uma
pratica cultural importante no controle populacional do inseto, visto que
algumas ervas espontdneas como a lingua-de-vaca (Rumex sp.) se
apresentaram como um reservatoério natural de pérola-da-terra e devem ser
eliminadas do parreiral (Gobbato, 1940; Costa, 1958; Panizzi & Noal, 1971;
Gallotti, 1976). De modo geral, estas praticas, ndo se apresentaram
eficazes, pois ndo impedem a reinfestacdo da area e o ataque das videiras

pela pérola-da-terra.

2.6.4 Quimico

Devido ao habito subterraneo do inseto, aliado ao desenvolvimento na
forma de cisto, o uso de produtos quimicos nao tem atuado com eficiéncia

no controle da pérola-da-terra. Inseticidas sistémicos na formulagéo
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granulada, aplicados no solo, ndo demonstraram controle suficiente para
evitar danos as plantas de videira (Soria & Gallotti, 1986; Matos & Soria,

1990).

Estudos visando o controle quimico do inseto com o emprego de
inseticidas carbamatos e fosforados, aplicados no solo, na formulagao
granulada, proporcionaram indices de controle maximo de 60%, o que nao
impede que ocorram danos e reinfestacdo aos vinhedos (Oliveira et al.,
1971; Gallotti, 1976; Grigolletti & Soria, 1999; Soria & Dal Conte, 2000). O
inseticida sistémico vamidothion (Kilval 300 CE®), aplicado via foliar, foi o
unico que apresentou controle satisfatério (Soria & Braghini, 1999), porém

este produto foi retirado do mercado.

Resultados promissores no controle da pérola-da-terra na cultura da
videira foram observados com o inseticida neonicotinéide imidacloprid
(Botton et al., 1999) e através da veiculagao de inseticidas via irrigagéo por

encharcamento com o fosforado Methidathion (Hickel et al., 2001).

A aplicagdo dos inseticidas neonicotindides, imidacloprid e
tiametoxam, resultaram num controle satisfatério da praga visando o cultivo
da videira em areas infestadas pelo inseto (Teixeira, 2002), porém esses

principios ativos ndo sao registrados para a cultura da videira.

Embora estes resultados experimentais com inseticidas paregcam
promissores, na pratica sabe-se que o controle da pérola-da-terra com
inseticidas é insatisfatorio, pela incapacidade de se atingir toda a populagao

do inseto no ambiente subterréneo além, de um cisto ter a capacidade de
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gerar 300 individuos, em longo prazo o controle quimico torna-se ineficiente

€ oneroso para o setor vitivinicola.



3 MATERIAL E METODOS

Os ensaios de campo foram conduzidos em canteiros (mudas)
localizados na sede da Embrapa Uva e Vinho e, em vinhedo comercial
(plantas adultas) de propriedade da familia Pastorelo, no distrito de Pinto

Bandeira, ambos em Bento Gongalves, RS.

A parte analitica foi conduzida no Laboratério de Fisiologia Vegetal e
Laboratério de Analise de Solos e Tecidos da Embrapa Uva e Vinho,
localizados na cidade de Bento Gongalves, RS; no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Botanica e no Laboratério de Analises de Solos
e Tecidos do Departamento de Solos, ambos da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, RS.

3.1 Avaliacdes histologicas de raizes de videira infestadas por

pérola-da-terra

Pedacos de raizes atacadas (com a presengca do inseto) e nao

atacadas foram coletadas e levadas ao laboratério.
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Os tecidos coletados foram fixados em fixador Trump (glutaraldeido
1% e formaldeido 4% em tampé&o fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8) com
aplicagao de vacuo por 12 horas em temperatura ambiente. Deste material,
selecionou-se algumas segbes de raizes para desidratagdo e inclusdo.
Devido a dificuldade de se trabalhar com material lignificado, efetuou-se
pequenos cortes para aumentar a exposicao dos tecidos alvo ou ainda para
diminuir a camada encapsulante que envolvia e protegia o inseto, com o
intuito de facilitar a inclusdo.

A desidratagcdo em série etilica crescente foi feita lentamente, devido
a dureza do material e incluido em hidroxietiimetacrilato (Historesina-Jung).

Os blocos foram entdo secionados a 5 ym de espessura em
micrétomo de rotagcdo Mikron Zeiss, e os cortes montados sobre laminas de
vidro. As laminas de vidro com os cortes contendo a camada protetora de
cisto de pérola-da-terra (capsula) foram expostas ao corante “coomassie
blue” por 30 segundos e entdo, enxaguadas em agua destilada. Este corante
produz azul violaceo quando revela amostra rica em proteinas.

Outra fragcdo do material fixado teve as ninfas separadas das raizes e
colocadas diretamente sobre I|adminas de vidro para avaliagdo. As
observagbes e fotomicrografias foram realizadas em microscopio Optico

Leica DMR.
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3.2 Experimento 1. Avaliacdo do crescimento e
desenvolvimento de mudas de videira infestadas por

pérola-da-terra

Selecionaram-se dois canteiros de alvenaria de 11,4 m por 0,82 m e
0,9 m de altura, previamente infestados com pérola-da-terra. Num destes,
com o intuito de considera-lo como controle (sem pérola-da-terra), fez-se a
movimentagdo da camada superficial de solo (0-30 cm) e sua posterior
fumigagcdo com brometo de metila, a fim de eliminar a presenca do inseto. O
solo do canteiro permaneceu coberto com lona plastica por sete dias e
depois de removida a lona, revolveu-se novamente o solo. Além da
fumigacdo, uma pasta aderente (Formifu®, Matecma) foi aplicada nas bordas
internas deste canteiro para evitar a entrada de formigas que pudessem

dispersar a pérola-da-terra.

No outro canteiro, em que se desejou a presenga do inseto, ao longo
de outubro de 2006 até dezembro de 2007 os cistos de pérola-da-terra foram
recolhidos em vinhedos comerciais infestados e adicionados a este para
aumentar a quantidade de E. brasiliensis no canteiro e aumentar as chances
de ataque. A camada superficial de solo sofreu revolvimento minimo para

preservar os possiveis cistos de pérola-da-terra que ja estavam presentes.

O solo dos dois canteiros foi amostrado e analisado quimicamente
quanto a fertilidade, antes do plantio das mudas (Tabela 2), para evitar-se
desigualdades de disponibilidade de nutrientes. Pelos resultados, n&o houve

necessidade de correcdes e adubacoes.
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TABELA 2. Laudo de analise do solo dos canteiros. Bento Gongalves, RS, 2008.

No dia 4 de setembro de 2006 efetuou-se o plantio de 20 mudas de
Cabernet Sauvignon (V. vinifera L.) por canteiro, enxertadas sobre porta-

enxerto Paulsen 1103 (Vitis berlandieri P. x Vitis rupestris S.).

O espagamento entre plantas foi de 30 cm x 30 cm. Para garantir a
auséncia do inseto no canteiro nao infestado, fez-se, além do expurgo do
solo com brometo de metila, duas aplicagdes do inseticida neonicotindide
tiametoxam, marca comercial Actara 10GR®; sendo uma em dezembro de
2006 e a outra em fevereiro de 2007, aplicou-se a dose de 150 gr por m?> em

cada aplicagao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo a
unidade experimental cada planta (muda), com 10 repeticbes e os

tratamentos, solo infestados e solo ndo infestado (testemunha).

Em funcdo de nao apresentar infestacdo no primeiro ano de cultivo,
as plantas foram amostradas apenas em janeiro de 2008, estando, assim, no

segundo ciclo.

Dez plantas de cada tratamento foram colhidas e fracionadas em
folhnas de ramo (broto originario de uma gema formada no ciclo anterior),
folhas de feminela (broto originario de uma gema secundaria que vegeta no
mesmo ano em que € formada) e ramos. O sistema radicial foi parcialmente

arrancado com a finalidade de identificar a presenca de cistos de pérola-da-
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terra. Devido a néo infestagdo no primeiro ciclo, o espagamento empregado
demonstrou-se demasiadamente adensado para o arranquio do sistema
radicial, visto que as plantas encontravam-se muito desenvolvidas neste

segundo ciclo.

Nestas amostragens, determinou-se o numero e a area foliar de
folhas principais e de folhas de feminelas de cada planta utilizando-se um
medidor de area foliar Li-Cor, modelo LI-3100. O numero e comprimento das
brotacdes principais e o numero de brotagdes laterais também foram

avaliados, bem como as massas fresca e seca de folhas, feminelas e ramos.

A massa fresca de cada fracdo da planta foi obtida pesando-se o
material logo apos a coleta. Posteriormente, este material foi devidamente
embalado, identificado e seco em estufa com circulagdo forcada de ar a

60°C até atingir peso constante.

A analise estatistica foi feita utilizando-se o software R (2008). Os
resultados obtidos nas variaveis analisadas foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias das plantas sadias comparadas com as médias

das infestadas usando o teste t.

3.3 Experimento 2: Respostas de plantas adultas de videira (cv.

Isabel — V. labrusca) a presenca de pérola-da-terra

O experimento foi realizado em um vinhedo comercial localizado no
distrito de Pinto Bandeira, cidade de Bento Gongalves, RS, da cultivar Isabel
(V. labrusca), que estava no terceiro ano de cultivo. O acompanhamento se

deu durante o ciclo vegetativo 2006/07.
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No dia 9 de outubro de 2006 foram selecionadas 10 plantas com
sintomas, no dossel vegetativo, relacionados ao ataque por pérola-da-terra e
10 plantas sem sintomas foliares de infestacdo. A selecao foi também
baseada pela investigagcdo visual da presenga ou auséncia do inseto no
sistema radicial. Nas plantas sem ataque de pérola-da-terra foi aplicado 150
g por planta do inseticida neonicotindide tiametoxam, marca comercial
Actara 10GR®, nesta ocasido, repetida em dezembro de 2006 e em fevereiro

de 2007.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes por tratamento e unidades experimentais constituidas por duas

plantas, totalizando 20 plantas no experimento.

Para determinar-se a homogeneidade da fertilidade do solo, coletou-
se uma sub-amostra da base de cada planta selecionada e destas, obteve-
se uma amostra de solo do grupo de plantas sadias e outra amostra de solo
do grupo de plantas infestadas, procedendo-se a anadlise quimica, que
demonstrou a igualdade de disponibilidade de nutricientes entre as
amostras, nao necessitando de correcdes e adubacgdes, conforme pode ser

visualizado na Tabela 3.

TABELA 3. Laudo de analise do solo do vinhedo comercial. Bento Gongalves,
RS, 2008.

As plantas em presenca e auséncia de pérola-da-terra foram

submetidas as analises fisiologicas, quimicas e morfoldgicas.
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Nas plantas infestadas, classificou-se visualmente o grau de
sintomatologia foliar com os seguintes indices: atribuiu-se o indice 1 para
folhas de plantas sadias; para folhas assintomaticas de plantas infestadas
atribuiu-se o indice 2; para folhas cloréticas de plantas infestadas, indice 3 e,
para as folhas necroticas de plantas infestadas, indice 4 (Figura 2). Esta
classificagao foi determinada quinzenalmente, entre os meses de novembro

a janeiro de 2007.

FIGURA 2. Folhas de videiras (Vitis sp.) de plantas sadia e infestada por
pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis). Bento
Goncalves, 2008.

1(A) folha de planta sadia (indice 1) ou assintomatica de planta infestada (indice 2).
2(B) folhas cloréticas de planta infestada (indice 3).
3(C) folhas necrdticas de planta infestada (indice 4).

Entre as 13h00min e 15h30min do dia 23 de marco de 2007, folhas
foram analisadas quanto a taxa fotossintética e a conduténcia estomatica,

em radiacgdo fotossinteticamente saturante (800 pmol m? s), utilizando um
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analisador de gases por infravermelho (IRGA), portatil marca Li-Cor, modelo
LI-6400. Estas analises de fotossintese foram realizadas em folhas
totalmente expandidas e expostas ao sol na altura média dos cachos,
utilizando-se 5 repeticoes por tratamento, sendo uma avaliacdo por unidade
experimental em cada indice de sintomatologia foliar de infestagdo por

pérola-da-terra (1, 2, 3 e 4).

No més de janeiro de 2007, amostrou-se as folhas das videiras,
segundo a classificacdo pelo grau de evolugdo dos sintomas descritos
anteriormente. Cada amostra foi composta por seis folhas (trés folhas de
cada planta). No grupo sintomaticas, as amostras foram classificadas entre
0os grupos 2, 3 e 4, tendo-se assim 15 amostras de plantas infestadas e

cinco amostras de plantas sadias.

Para analise de ramos, coletou-se, dois segmentos de ramos por
unidade experimental, contendo quatro gemas com trés entrends cada
segmento, bem como amostras de raizes com aproximadamente 20 g de
massa fresca. Estas coletas foram feitas em duas épocas, sendo a primeira
em janeiro de 2007 e a segunda amostragem em marco de 2007, com o
intuito de se fazer uma amostragem de tecidos de acumulo de reservas em

pré-colheita e outra em pods-colheita.

Por ocasiao da colheita, amostraram-se seis cachos, aleatoriamente,
em cada unidade experimental. Além disso, coletou-se 18 bagas,
aleatoriamente, da por¢cdo mediana dos cachos nas mesmas unidades

experimentais remanescentes, a totalidade da amostra de bagas foi
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imediatamente congelada em nitrogénio liquido, enquanto que os cachos

foram acondicionados em gelo, para posterior analise em laboratério.

As folhas, os ramos e as raizes coletadas foram subdivididas em dois
grupos, de acordo com as analises a ser realizadas. Um grupo amostral foi
acondicionado em gelo e o outro grupo amostral foi acondicionado em
nitrogénio liquido, esta divisdo foi estabelecida de acordo com a
sensibilidade a mudancas de temperatura e conservagao que as analises

exigiam.

As folhas das amostras refrigeradas foram submetidas a analise de
area foliar, utilizando-se um medidor de area foliar Li-Cor modelo LI-3100, e
massa fresca no mesmo dia das coletas de campo. Posteriormente, as
folhas foram embaladas, identificadas e secas em estufa com circulacéo
forcada de ar a 60°C até atingir peso constante, para determinagdo da

massa seca.

Este procedimento repetiu-se para a determinacdo das massas fresca
e seca de ramos. Para avaliacao de diametro e comprimento de entrends de

ramos utilizou-se um paquimetro digital Digimess 100-147 BL.

As folhas, raizes, ramos e frutos amostrados e mantidos congelados a
-18°C foram submetidos as determinagdes de proteinas totais e aminoacidos
totais de acordo com os procedimentos descritos por Passos (1996). Nesta
etapa, as folhas também foram analisadas em relacdo a pigmentacédo de
clorofila de acordo com a metodologia de Passos (1996). As concentracdes
de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Mn e B foram determinadas de acordo com

metodologia proposta por Tedesco et al. (1995). Analises quantitativas de
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amido foram realizadas nas amostras de folhas, raizes e ramos através do

método enzimatico descrito por Santos et al. (2004).

O indice de maturagcédo foi determinado nas amostras de bagas,
medindo-se o pH, acidez total titulavel e °Brix do mosto. Para a definicdo de
producdo e caracteristicas fisicas dos cachos por unidade experimental,
pesou-se todos os cachos, utilizando-se uma balanga digital Metter PC 4400.
O diametro equatorial de bagas foi medido com auxilio de um paquimetro
digital e o peso de bagas foi determinado com uma balanga analitica Mettler
Toledo. Além disso, determinou-se o peso, em balanga analitica, e diametro
equatorial de bagas, utilizando 50 bagas por amostra de cada unidade

experimental.

A analise estatistica foi feita utilizando-se o software R (2008). Os
resultados obtidos nas variaveis analisadas foram submetidos a andlise de
variancia, sendo as médias das plantas sadias comparadas com as médias
das infestadas usando o teste t para dados de raizes, ramos e frutos. Nas
analises de folhas, as médias foram comparadas pelo uso de trés contrastes
ortogonais (folhas de plantas sadias x folhas de plantas infestadas; folhas
assintomaticas de plantas infestadas x folhas cloréticas e folhas necroéticas
de plantas infestadas; folhas clordticas de plantas infestadas x folhas

necroticas de plantas infestadas).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢cdes meteoroldgicas no decorrer do ciclo vegetativo, entre
setembro de 2006 a fevereiro de 2007, permaneceram préximas a normal
climatolégica, observada no periodo entre 1961 e 1990 (Apéndice 1). A
unica excecgao faz-se a precipitacao pluviométrica nos meses de outubro e
dezembro, que permaneceu abaixo da normal climatolégica, favorecendo,
como consequéncia, a insolacdo no mesmo periodo. Esta condicéo
meteoroldgica foi favoravel aos experimentos a campo, como os que foram
realizados neste trabalho, visto que os sintomas e danos causados por
pérola-da-terra sdo intensificados em anos com menor precipitagcao
pluviométrica. Isto talvez expliqgue a preferéncia do inseto por solos

arenosos, os quais drenam com maior rapidez (Foldi, 2005).
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4.1 Avaliacdes histoldgicas de raizes de videira infestadas por

pérola-da-terra

Nas observagbes histologicas da raiz foi possivel ver detalhes dos
estiletes bem como sua organizagado no corpo da ninfa. Quando retraido, o
estilete chega a formar trés circulos na parte posterior do abdome das
ninfas; entretanto, quando estendido (introduzido no tecido), ainda mantém
um unico semicirculo na mesma posi¢ao, ficando claro o arranjo morfoldgico
destes, quando se encontram explorando (Figura 3a) ou nao (Figura 3b) os
tecidos radiciais da planta hospedeira. As ninfas analisadas e que possuiam
estiletes introduzidos nos tecidos radiciais da videira, encontravam-se na
fase de 2° ou 3° instar, corroborando o registrado por Botton et al. (2000) e
Soria & Dal Conte (2000), de que a pérola-da-terra alimenta-se nestas

fases.

Além disso, nas fotomicrografias foi possivel visualizar a presencga de

trés estiletes projetando-se de uma ninfa (Figura 4).

FIGURA 3. Fotomicrografias de ninfas de pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis). a. detalhe dos estiletes
parcialmente estendidos. b. detalhe dos estiletes
retraidos dispostos em forma circular no abdome da
ninfa. Porto Alegre, 2008.

)
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FIGURA 4. Fotomicrografia dos estiletes bucais de ninfa de
pérola-da-terra  (Eurhizococcus  brasiliensis).
Porto Aleare, 2008.

O longo comprimento do estilete (aproximadamente 195 um) confere
a cochonilha (aproximadamente 95 um) a possibilidade de explorar tecidos
em profundidades distantes do ponto de ataque (aproximadamente 95 um).
Estas estimativas do comprimento do estilete concordam com os resultados

obtidos por Foldi (2005), que citou estiletes duas vezes maiores que o corpo

do inseto.

Neste estudo foi possivel, ainda, explorar a capsula, eventualmente
formada no entorno de alguns cistos, em forma de galha (Figura 5). Esta é
citada por Foldi (2005) como uma forma de protecdo desenvolvida para
periodos desfavoraveis ao desenvolvimento biolégico da pérola-da-terra.
Nesta capsula, percebe-se uma proliferacdo de tecido parenquimatico na
base, resultante de um meristema lateral reativo a presenca do inseto
(Figura 6). Contudo, a parte superior, e principal da capsula, que recobre a
cochonilha é formada por uma secrecao, possivelmente polissacaridica e
protéica, e de origem nao vegetal, ja que reagiu positivamente ao corante

“‘coomassie blue”, produzindo azul violaceo na parte ndo vegetal. Quifiones.
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et al., (2008) verificando a composigdo da casca grossa (capsula) que isola
Eurhizococcus colombianus do ambiente, indicaram a capacidade do inseto
em hidrolizar triglicerideo insaturado em acido graxo insaturado, o que vai
em desacordo com resultados apresentados por Willkins & Soria, (1996) que

relataram cadeias curtas de acidos graxos em cistos de E. brasiliensis.

Capsula
protetora

FIGURA 5. Céapsula protetora de cisto de pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis) em raiz de videira (Vitis
labrusca). Na fotomicrografia é possivel visualizar
apenas a capsula protetora e ndo o inseto. Porto
Aleare, 2008.

" k,
Ponto de "
insergcao

FIGURA 6. Fotomicrografia mostrando o ponto de insergdo da
capsula protetora de cisto de pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis) com uma proliferagao
meristematica lateral da raiz de videira (Vitis
labrusca). Porto Aleare, 2008.
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Na figura 7, é possivel visualizar a disposicdo dos estiletes de E.

brasiliensis penetrando uma raiz de V. labrusca em dire¢céo ao floema.

Estiletes

£
.

FIGURA 7. Fotomicrografia dos estiletes de pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis) penetrando uma raiz de
videira (Vitis labrusca) em direcdo ao floema. Porto
Alegre, 2008.

4.2 Experimento 1: Avaliagdo do crescimento e desenvolvimento

de mudas de videira infestadas por pérola-da-terra

Ao final do primeiro ano de cultivo das mudas no viveiro, nao foram
observadas diferencas no numero e comprimento das brotagcdes entre

plantas infestadas e nao infestadas por pérola-da-terra.

No segundo ano de cultivo o numero de brotagbes e o seu
comprimento total destas foi afetado negativamente pela infestagao radicial
de mudas de videira por pérola-da-terra (Tabela 4). Entretanto, o numero de
feminelas ndo foi alterado por essa infestagcdo. Além disso, as mudas

atacadas nao alteraram o numero total de folhas emitidas em brotagdes
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principais e feminelas (Tabela 5). Apesar desta estabilidade em numero de
tecidos, a area foliar média, as massas fresca e seca de ramos e folhas, e a
porcentagem de agua na parte aérea das plantas (Tabelas 4 e 5), foram
afetadas negativamente pela infestagdo, o que torna evidente um menor
crescimento e desenvolvimento das mudas de V. vinifera cultivadas sob

infestacao por pérola-da-terra.

TABELA 4. Numero de brotagdes (Nb), numero de feminelas
brotadas (Nfb), comprimento total das brotagdes
(Ctb), massa fresca de ramos (Mfr) e massa seca de
ramos (Msr) de videiras cv. Cabernet Sauvignon
(Vitis vinifera) sadias e infestadas por pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

'Médias comparadas pelo teste-t.

TABELA 5. Numero total de folhas (Ntf), numero total de folhas de
feminelas (Nfff), area foliar média (Afm), area foliar média
de folhas de feminelas (Afmf), conteudo total de agua na
parte aérea (H,O), massa fresca de folhas (Mff) e massa
seca de folhas (Msf) de videiras cv. Cabernet Sauvignon
(Vvitis vinifera) sadias e infestadas por pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

'Médias comparadas pelo teste-t.
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Apesar do efeito negativo da pérola-da-terra sobre o desenvolvimento
vegetativo das mudas nenhum sintoma foliar visual como amarelecimento,
encarquilhamento ou necrose foi percebido nas folhas de plantas infestadas.
Esse comportamento esta de acordo com a literatura, a qual descreve que
estes sintomas foliares tornam-se mais evidentes em videiras adultas
infestadas por pérola-da-terra (Hickel,1998; Botton et al., 2000; Haiji et al.,
2004). Com isso, pode-se supor que o efeito repressor do ataque da pérola-
da-terra tende a ser cumulativo ao longo do crescimento e desenvolvimento
da videira, manifestando-se com mais intensidade em plantas que tiveram

um maior periodo de convivéncia e ataque por esse inseto

4.3 Experimento 2: Respostas de plantas adultas de videira (cv.

Isabel — V. labrusca) a presenca de pérola-da-terra

Considerando o ataque de pérola-da-terra em plantas adultas de
videira, destaca-se que a arquitetura das plantas foi afetada pela infestacéo
radicial do inseto, ocorrendo uma redugéao significativa do comprimento, do

didmetro, e das massas fresca e seca de ramos (Tabela 6).

TABELA 6. Comprimento médio do entren6 de ramos (Cme),
didmetro dos ramos (Jr), massa fresca de ramos (Mfr)
e massa seca de ramos (Msr) de videiras cv. Isabel
(Vitis labrusca) sadias e infestadas por pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

'Médias comparadas pelo teste-t.
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Além disso, a area e as massas fresca e seca foliares foram
decrescentes e inversamente correlacionadas com os sintomas foliares de
infestacéo radicial (Tabela 7). Nestas variaveis, destaca-se que apenas os
grupos de folhas cloréticas e necroticas de plantas infestadas ndo diferem
estatisticamente entre si (Tabela 7). A expressao dos sintomas observados
entre os indices foliares de plantas infestadas corrobora os sintomas

descritos por Hickel (1998).

TABELA 7. Area foliar média, massas fresca e seca média de folhas de
videiras cv. Isabel (Vitis labrusca) sadias e infestadas por
pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis). Bento
Goncalves, 2007.

'Médias comparadas por contrastes ortogonais.

2Grupo foliar de acordo com sintomatologia visual, sendo: 1 para folhas de plantas
sadias; 2 para folhas assintomaticas de plantas infestadas; 3 para folhas cloréticas de
plantas infestadas e, 4 para as folhas necroéticas de plantas infestadas.

Quanto a concentracdo de nutrientes nos tecidos foliares, nao foram
observadas diferencas entre os indices de infestacdo para os teores de
nitrogénio, calcio e manganés (Tabela 8). Os valores de cobre devem ser
desconsiderados, visto que o cultivo da videira requer, tradicionalmente,
aplicagcdes foliares de fungicidas cupricos para controle de patologias
fungicas (Tabela 8). Observa-se ainda nesta mesma tabela, um acumulo nos
teores de fdosforo, proporcional ao aumento dos sintomas foliares de
infestacdo radicial e reducdo de potassio e boro em folhas de plantas
infestadas, porém sem diferencas entre os indices de infestacao foliares 2, 3

e 4. A concentragdo de magnésio apresentou acréscimo em folhas cloréticas
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de plantas infestadas. Zinco apresentou acumulo em folhas sintomaticas
com clorose ou necrose, diferenciando-as das folhas assintomaticas de
plantas infestadas, que apresentaram menores concentragcdes para este
micronutriente. Zinco € um elemento necessario para a sintese de amido

(Fregoni, 1980).

TABELA 8. Teores nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e boro
(B) em folhas de videiras cv. Isabel (Vitis labrusca) sadias e
infestadas por pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis).
Bento Gongalves, 2007.

'Médias comparadas por contrastes ortogonais.

2Grupo foliar de acordo com sintomatologia visual, sendo: 1 para folhas de plantas
sadias; 2 para folhas assintomaticas de plantas infestadas; 3 para folhas cloréticas de
plantas infestadas e, 4 para as folhas necréticas de plantas infestadas.

Fraguas et al. (2000) correlacionaram a fertilidade do solo com o
namero de cistos no sistema radicial de plantas infestadas por pérola-da-

terra e observaram uma correlagao positiva para potassio e magnésio.

Comparando-se as concentracdes nutricionais foliares obtidas em
folhas de plantas sadias e infestadas por pérola-da-terra com os valores
apresentados por Giovannini (1999), como normais para a cultura da videira,
potassio e boro estariam abaixo do normal, tanto para plantas sadias como
infestadas, e os demais elementos, entre os niveis de normalidade ou acima

destes.



41

Efeitos verificados sobre as concentragdes de clorofilas a, B e totais,
demonstram perfeitamente uma reducdo das mesmas frente aos indices
foliares de infestagdo (Tabela 9), mesmo com a concentragdo estavel de
nitrogénio nestes tecidos (Tabela 8) e em niveis considerados acima do

normal para a cultura de acordo com Giovannini, (1999).

TABELA 9. Teores de clorofilas a, B e totais em folhas de videiras cv.
Isabel (Vitis labrusca) sadias e infestadas por pérola-da-terra
Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

'Médias comparadas por contrastes ortogonais.

2Grupo foliar de acordo com sintomatologia visual, sendo: 1 para folhas de plantas
sadias; 2 para folhas assintomaticas de plantas infestadas; 3 para folhas cloréticas de
plantas infestadas e, 4 para as folhas necréticas de plantas infestadas.

A infestacdo por pérola-da-terra nas plantas de videira exerce
influéncia sobre o processo fotossintético (Tabela 10). A luz dos dados
obtidos, ndo se pode precisar em que etapa do processo fotossintético esta
ocorrendo esta influéncia, mas o fato de a taxa fotossintética apresentar
variagao entre os indices foliares de infestagcdo e a condutancia estomatica
nao apresentar deficiéncias entre os diferentes grupos de folhas, pode-se
supor que, possivelmente, as desordens estejam acontecendo na etapa
fotoquimica do processo, prejudicando a sintese ou estimulando a
degradacgao dos pigmentos foliares, prejudicando diretamente o metabolismo

e o crescimento vegetal (Lawlor, 1987).
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TABELA 10. Taxa fotossintética e condutidncia estomatica em radiacao
fotossinteticamente saturante (800 pmol m-? s-2) em folhas
de videiras cv. Isabel (Vitis labrusca) sadias e infestadas por
pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis). Bento
Gongalves, 2007.

"Médias comparadas por contrastes ortogonais.

2Grupo foliar de acordo com sintomatologia visual, sendo: 1 para folhas de plantas
sadias; 2 para folhas assintomaticas de plantas infestadas; 3 para folhas cloréticas de
plantas infestadas e, 4 para as folhas necréticas de plantas infestadas.

Este efeito pode ser direto, com a acdo de alguma toxina injetada na
planta como sugerido por Haiji et al. (2004), ou indireto, através da redugéao
de algum elemento essencial para sintese de pigmentos ou algum outro
constituinte do complexo protéico, que formam as antenas de captacao de
luz ou dos centros de reagao dos fotossistemas, presentes nas membranas

dos tilacoides nos cloroplastos.

No detalhamento dos dados obtidos para taxa fotossintética e
condutancia estomatica (Figura 8), deve-se considerar que as plantas
infestadas apresentaram uma menor eficiéncia do uso da agua. Isto fica
evidente quando compara-se o conjunto de folhas de plantas infestadas e
folnas de plantas sadias (Tabela 10), sendo que para uma mesma
condutancia estomatica, as plantas infestadas apresentam valores
decrescentes e estatisticamente significativos de taxa fotossintética. Esta
menor eficiéncia na gestdo do uso da agua por parte de plantas infestadas
por pérola-da-terra pode estar ligada a superexpressao dos sintomas e
danos em anos secos. Este fato pode ser agravado em funcédo da

preferéncia por solos secos e bem drenados, pela pérola-da-terra (Foldi,
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2005), o que nos leva a pensar numa maior taxa de reprodugédo da

cochonilha nestas condicdes edafoclimaticas.

Taxafotossintética Condutandaestomatica
15,00 045
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FIGURA 8. Avaliacado da taxa fotossintética e condutancia estomatica em
radiacao fotossinteticamente saturante (800 ymol m-? s-2), em
folhas de videiras cv. Isabel (Vitis labrusca), sadias e
infestadas por pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis).
Bento Gongalves, 2007.

'Avaliagbes realizadas entre as 13h00m e 15h30m do dia 23 de margo de 2007.
2Grupo foliar de acordo com sintomatologia visual, sendo: 1 para folhas de plantas
sadias; 2 para folhas assintomaticas de plantas infestadas; 3 para folhas cloréticas de
plantas infestadas e, 4 para as folhas necréticas de plantas infestadas.

Com relagao aos compostos de reservas, folhas de plantas com
sistema radicial infestado por pérola-da-terra apresentaram um progressivo
aumento na concentracdo de amido, quando comparadas as folhas de
plantas sadias (Tabela 11). Este acréscimo € muito acentuado nas folhas
dos grupos 3 e 4 porém, indiferente entre estes (Tabela 11). Proteinas totais
demonstram um pequeno e significativo acumulo em folhas necroticas de
plantas infestadas, e niveis estaveis para os demais grupos foliares (Tabela
11). Aminoacidos totais apresentam comportamento oposto, sendo estes
reduzidos em funcdo da infestagcdo por pérola-da-terra e indiferentes

estatisticamente entre os grupos foliares 3 e 4 (Tabela 11).
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TABELA 11. Percentuais de amido, proteinas totais e aminoacidos totais
em folhas de videiras cv. Isabel (Vitis labrusca) sadias e
infestadas por pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis).
Bento Goncalves. 2007.

'Médias comparadas por contrastes ortogonais.

2Grupo foliar de acordo com sintomatologia visual, sendo: 1 para folhas de plantas
sadias; 2 para folhas assintomaticas de plantas infestadas; 3 para folhas cloréticas de
plantas infestadas e, 4 para as folhas necréticas de plantas infestadas.

Uma possivel explicagdo para este comportamento seria 0 aumento
da sintese de ACC, precursor de etileno, nas raizes (Smeekens, 2000), a
qual seria desencadeada pelos danos fisicos causados nos tecidos radiciais
pelo inseto (Buchanan et al.,, 2000). Esta sintese de etileno acelera o
processo de abscisao, promovendo maior sintese de amido e mobilizacao de

reservas.

Outra possibilidade para explicar a maior sintese e acumulo de amido
nos tecidos foliares de plantas infestadas, € uma possivel interferéncia sobre
0 mecanismo bioquimico de transporte de trioses-P do cloroplasto para o
citoplasma. Este mecanismo é controlado pela disponibilidade de Pi (balango
energético), pela concentragao de trioses-P e pela mobilizagdo de sacarose

do citoplasma para outros tecidos da planta (Raven et al., 1996).

A pérola-da-terra pode estar afetando diretamente a dinamica destes
processos, influenciando o carregamento do floema (Kerbauy, 2004). Esta
hipotese é reforgada pelo maior acumulo de amido em tecidos foliares de
plantas infestadas e pelo aparecimento de necroses em folhas de plantas

infestadas ter inicio nas células adjacentes as nervuras foliares.
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Os teores nutricionais quantificados em raizes e ramos, em pré e poés-
colheita, determinados nos meses de janeiro e margo de 2007,
respectivamente, ndo apresentaram relagdes solidas entre infestacdo por
pérola-da-terra em plantas de videira e niveis nutricionais nestes tecidos

(Tabelas 12 e 13), com excegéo ao boro.

TABELA 12. Teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco
(Zn), manganés (Mn) e boro (B), em duas épocas
de amostragem, em raizes de videiras cv. Isabel
(Vitis labrusca) sadias e infestadas por pérola-da-
terra (Eurhizococcus brasiliensis). Bento
Gongalves, 2007.

"Médias comparadas pelo teste-.
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TABELA 13. Teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco (Zn),
manganés (Mn) e boro (B) em duas épocas de
amostragem, em ramos de videiras cv. Isabel (Vitis
labrusca) sadias e infestadas por pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

'Médias comparadas pelo teste-t.

Embora a disponibilidade de boro no solo fosse normal para a cultura,
as concentracbes em plantas infestadas foram menores que em plantas
sadias, tanto para folhas, quanto para raizes e ramos, principalmente no
periodo de pré-colheita. Uma possivel influéncia da pérola-da-terra sobre os
niveis de boro em plantas de videira pode explicar boa parte dos sintomas
caracteristicos da infestacao, pois a deficiéncia de boro pode causar reducao
de comprimento e diametro de ramos, menor sintese de clorofilas e acido

nucléico, redugdo do diametro de bagas entre outros (Fregoni, 1980).

Em termos gerais, as quantidades de amido, proteinas e aminoacidos

totais em raizes nado apresentaram diferengcas entre plantas sadias e



infestadas em pré e pods-colheita, ficando evidente apenas um acumulo
destes compostos de reservas em pds-colheita, quando comparado com os
niveis verificados em pré-colheita (Tabela 14). Este efeito cumulativo foi
maior para amido em raizes de plantas infestadas por pérola-da-terra, o qual
foi distinto significativamente de raizes de plantas sadias para a mesma
época de amostragem (Tabela 14). A mesma tendéncia de acumulo em pés-
colheita ndo se confirmou para amido em ramos de plantas infestadas
(Tabela 15). Nas plantas infestadas por pérola-da-terra, os teores de amido
em pos-colheita tiveram suas reservas reduzidas enquanto as reservas de

amido em plantas sadias aumentaram.

TABELA 14. Percentuais de amido, proteinas totais e aminoacidos totais,
em duas épocas de amostragem, em raizes de videiras cv.
Isabel (Vitis labrusca) sadias e infestadas por pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

'"Médias comparadas pelo teste-t.

TABELA 15. Percentuais de amido, proteinas totais e aminoacidos totais,
em duas épocas de amostragem, em ramos de videiras cv.
Isabel (Vitis labrusca) sadias e infestadas por pérola-da-terra
(Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

'Médias comparadas pelo teste-t.



Ao avaliar-se o0s parametros quimicos de frutos nao foram
encontradas diferencas entre uvas oriundas de videiras infestadas ou sadias
(Tabela 16). Entretanto, com relagdo aos parametros fisicos da producgao,
apenas o didmetro médio das bagas foi inferior em videiras infestadas por
pérola-da-terra (Tabela 16), podendo existir relagdo com a redugdo dos
teores de boro em tecidos, embora esta redu¢cdo nédo ocorreu em frutos

(Tabela 17).

TABELA 16. Avaliagbes qualitativas e quantitativas dos frutos de videiras
cv. Isabel (Vitis labrusca) sadias e infestadas por pérola-da-
terra (Eurhizococcus brasiliensis). Bento Gongalves, 2007.

"Médias comparadas pelo teste-t.

TABELA 17. Teores de proteinas totais, aminoacidos totais, nitrogénio
(N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg),
cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e boro (B) em frutos
de videiras cv. Isabel (Vitis labrusca) sadias e infestadas por
pérola-da-terra (Eurhizococcus brasiliensis). Bento
Goncgalves, 2007.

'"Médias comparadas pelo teste-t.
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Na avaliagdo nutricional de frutos, apenas o zinco apresentou
diferencas, sendo maior sua concentracdo em frutos de plantas infestadas

(Tabela 17).

Por vezes, plantas perenes, como € o caso da videira, apresentam
grandes quantidades de reservas, e por isso, podem suportar injurias e

deficiéncias mantendo niveis estaveis por mais tempo (Mullins et al., 1992).



5 CONCLUSOES

1. Pérola-da-terra pode penetrar os seus estiletes até 95 pm nas

raizes do hospedeiro.

2. Pérola-da-terra tem a capacidade de restringir o
desenvolvimento de videiras ja na fase de viveiro, a partir do segundo ano

de crescimento.

3. A medida que se intensificam os sintomas foliares de ataque de
pérola-da-terra, ocorre redugao de teores de clorofilas e acumulo de amido

em folhas de videira.

4. Videiras infestadas por  pérola-da-terra  tém seu
desenvolvimento vegetativo reduzido, causado pela redugdo da
concentracao de clorofilas a, B e totais em tecidos foliares, com conseqtiente

reducao da taxa fotossintética.
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APENDICE 2. Protocolo para inclusdo em Historesina-Jung

(Protocolo utilizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul)

Solugdes e reagentes
1. Solucéo de pré-infiltracao:
a. 10 ml de etanol absoluto
b. 10 ml de solugao de infiltragao
2. Solugéo de infiltragéo:
a. 50 ml de resina basica kit Historesina-Jung

b. 0,5 mg de Historesina Activator

Desidratagao do material fixado em Trump
1. Lavagem em solugao tampéo fosfato de sddio — 3 x 15 min

2. Desidratacdo em série etilica 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,

70%, 80%, 90% e 100% por 30 m em cada concentragao

3. Solugdo etanol/cloroférmio 3:1, 1:1 e 1:3 por 1 h em cada

concentragcao

4. Etanol absoluto por 45 min

5. Solugéo de pré-infiltragao 3:1 over-night

6. Solucao de pré-infiltracdo 1:1 e 1:3 por 4 h em cada concentragao
7. Solucéo de infiltracdo over-night

Obs: as etapas 2 a 7 s&o realizadas sob press&o negativa de 500 mm

8. Montagem do bloco em Historesina-Jung e corte
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APENDICE 3. Coloragao de laminas com Coomassie blue
(Protocolo utilizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul)

Coomassie brilliant blue 0,1% em metanol: agua: acido acético

(25:73:2 viv)

1. Mergulhar a ldmina de vidro contendo a amostra em solugdo de
coomassie blue por 30 s

2. Enxaguar em agua destilada
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APENDICE 4. Preparo das bagas de uva para andlise de teores de
nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio, cobre,
zinco, manganés e boro

(Protocolo utilizado no Laboratorio de Analises de Solos e Tecidos da

Embrapa Uva e Vinho)

Solugdes:

Mistura para digestdo acida: moer 100 g de NaSO4, 10 g de
CuS04.5H,0 e 1 g de selénio, misturando bem

H,SO,4 concentrado

H20- a 30%

Procedimento de analise:

—_—

. Liquidificar bagas + agua (relagéo 1:1) até obter um liquido pastoso

N

. Pipetar 2 ml de amostra em um tubo de digestédo (25x250 mm)

3. Adicionar 0,7 g de mistura para digestao

N

. Adicionar cuidadosamente 2 ml de H,SO, concentrado

($)]

. Adicionar 1 ml de H,O; a 30%

6. Colocar os tubos de digestdo no bloco digestor a 150 °C por 30 min
7. Aumentar a temperatura para 180 °C e manter por 30 min

8. Aumentar a temperatura para 250 °C e manter por 30 min

9. Aumentar a temperatura para 300 °C e manter por 30 min

10. Aumentar a temperatura para 350 °C até o extrato apresentar

uma coloragao verde claro. Apds manter esta temperatura por 1 h
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11. Deixar os tubos de digestao esfriarem e completar o volume para
50 ml

12. Agitar o extrato dos tubos manualmente e

13. Determinar os minerais segundo metodologia proposta por

Tedesco et al. (1995)
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APENDICE 5. Extracdo de amido

(Protocolo utilizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa

Uva e Vinho)

Extracdo de Monossacarideos (Agucares Totais e Redutores)

1. Pesar 100 mg de material seco em eppendorf (anotar o valor
realmente pesado)

2. Adicionar 1000 pl de etanol 80%

3. Colocar em banho a 80°C por 20 min (agitar a cada 10 min)

4. Centrifugar em 10000 rpm por 5 min .

5. Retirar o sobrenadante e guardar em eppendorf

6. Retornar ao item 2 e repetir 4 vezes o processo.

Extracdo de Amido

7. Colocar os eppendorf com o pelete na estufa a 70°C aberto por
uma noite, para evaporar o etanol

8. Adicionar 500 ul de agua destilada

9. Adicionar 100 pl de a-amilase (3000 u/ml Megazyme)

10. Agitar

11. Colocar em banho a 80°C por 60 min (agitar a cada 20 min)

12. Adicionar 500 pl de tampao acetato de sddio 300 nm 4,8 pH

13. Agitar no vortex

14. Adicionar 30 ul de amiloglucosidase (3260u/ml Megazyme)

15. Agitar

16. Colocar em banho a 50°C por 30 min (agitar a cada 15 min)
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17. Adicionar 500 pl de acido perclorico 0,8 M
18. Agitar

19. Centrifugar a 10000 rpm por 5 min

Preparacao da Placa de Elisa

Curva Padrao

P 0 - 20 ul de agua destilada + 150 pl de GOD POD

P 2,5 - 5 ul de agua destilada + 5 ul de padrao de glicose (500 pug/ml)
+ 150 ul de GodPod

P 5 - 10 pl de agua destilada + 10 ul de padrao de glucose (500
pg/ml) + 150 pl de GodPod

P 7,5 - 5 yl de agua destilada + 15 ul de padrao de glicose (500 pug/ml)
+ 150 ul de GodPod

P 10 - 20 ul de padrao de glicose (500 pg/ml) + 150 yl de GOD POD

Amostras

10 ul de amostra + 10 ul de agua destilada + 150 pyl de GOD POD

1. Vedar a placa e incubar por 30°C por 15 min

2. Fazer leitura em 490 nm

Célculo
1. Os valores lidos na placa de Elisa precisam ser divididos por 1000

2. Fazer a média das absorbancias dentro das repeticdes



66

3. Aplicar a férmula que saiu do grafico da curva padrao (ug de
glicose/ABS 490 nm)

4. Dividir o valor anterior por 1000 para transformar de ug para mg de
glicose por 10 uL

5. Multiplicar o resultado anterior por 6500 e dividir por 10, isso dara o
valor em mg de glicose por 100 mg de tecido que € a mesma coisa que a
porcentagem de glicose no ramo.

6. Para quantificar a percentagem de amido no tecido, multiplicar o

valor obtido anteriormente por 0,9.
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APENDICE 6. Extracdo de proteinas totais

(Protocolo utilizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa
Uva e Vinho)

Extracao

1. Pesar 100 mg de amostra fresca em falcon de 15 ml (anotar o valor
real pesado)

2. Adicionar 5 ml de etanol 80%

3. Agitar

4. Colocar em banho a 100°C por 10 min

($)]

. Centrifugar em 4000 rpm por 6 min

(o]

. Esfriar e descartar o sobrenadante

~

. Ao pelete adicionar 5 ml de etanol 80%

8. Triturar e lavar o triturador com 3 ml de etanol 80%

[(e]

. Centrifugar em 4000 rpm por 8 min

10. Descartar o sobrenadante

11. Ao pelete adicionar 2 ml de cloroférmio/metanol (capela)
12. Agitar

13. Colocar em banho a 50°C por 15 min

14. Centrifugar em 4000 rpm por 6 min

15. Descartar o sobrenadante

REPETIR 3 VEZES

16. Adicionar 1 ml de NaOH 0,1 N

17. Agitar
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18. Colocar em banho a 40°C por 20 min

19. Agitar

20. Colocar em banho a 40°C por 20 min

21. Centrifugar em 4000 rpm por 6 min

22. Retirar o sobrenadante e colocando em eppendof de 2 ml

REPETIR 2 VEZES

23. Centrifugar os eppendorfs em 10000 rpm por 5 min

Preparacao da Placa de Elisa

Curva Padrao

P 0 — 50 ul de agua destilada + 250 pul de reagente de Bradford
(fotossenssivel)

P 1 -4 ul de padréo de BSA (250 ug/ml) + 46 ul de agua destilada +
250 ul de reagente de Bradford

P 2 — 8 ul de padréo de BSA (250 ug/ml) + 42 ul de agua destilada +
250 ul de reagente de Bradford

P 4 — 16 ul de padréo de BSA (250 ug/ml) + 34 ul de agua destilada +
250 ul de reagente de Bradford

P 6 — 24 ul de padréo de BSA (250 ug/ml) + 16 ul de agua destilada +
250 ul de reagente de Bradford

P 8 — 32 ul de padréo de BSA (250 ug/ml) + 18 ul de agua destilada +

250 ul de reagente de Bradford
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P 10 — 40 pl de padrao de BSA (250 ug/ml) + 10ul de agua destilada

+ 250 ul de reagente de Bradford

Amostras

50 ul de amostra + 250 ul de reagente de Bradford

Aguardar 25 min a temperatura ambiente (20°C a 25°C) Se
necessario colocar no banho Maria.

Leitura em 630 nm

Calculo

1. Os valores lidos no Elisa precisam ser divididos por 1000

2. Fazer a média das absorbéancias

3. Aplicar a féormula que saiu do grafico da curva padrao (ug de
BSA/ABS 630 nm)

4. Dividir o resultado obtido por 1000 para dar o valor em mg de
proteina por 50 uL

5. Multiplicar por 2000, dividir por 50 para dar o valor em mg de
proteina em 100 mg de tecido, ou seja a porcentagem de proteinas totais no

tecido vegetal.
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APENDICE 7. Protocolo de extracdo de aminoacidos totais
(Protocolo utilizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa

Uva e Vinho)

Extracao
1. Pesar 500 mg de amostra fresca em tubo falcon de 15ml (anotar o
valor real pesado)

2. Adicionar 5 ml de etanol 80% frio (4°C)

w

. Triturar (1 min) lavando com 2,5 ml de agua destilada

N

. Colocar em banho a 80°C por 15 min

5. Esfriar

(o]

. Adicionar 5 ml de cloroférmio puro

~

. Agitar

(0]

. Centrifugar em 4000 rpm por 10 min (13°C)
9. Retirar 1 ml do 1° sobrenadante (aminoacidos e alcool), e medir o
seu volume total, e colocar em eppendorf

10. Centrifugar em 10000 rpm por 5 min

Preparacao da Placa de Elisa

Curva Padréo

PO — 100 pul de etanol 50% + 100 ul de reagente de ninhidrina
(fotosensivel)

P2 — 4 ul de padréo de leucina (0,5 mg/ml) + 96 ul de etanol 50% +

100 ul de reagente de ninhidrina
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P4 — 8 ul de padrao de leucina (0,5 mg/ml) + 92 ul de etanol 50% +
100 pul de reagente de ninhidrina

P8 — 16 ul de padrado de leucina (0,5 mg/ml) + 84 ul de etanol 50% +
100 pl de reagente de ninhidrina

P10 — 20 ul de padréo de leucina (0,5 mg/ml) + 80 nul de etanol 50% +

100 pl de reagente de ninhidrina

Amostras
10 ul de amostra + 90 ul de etanol 50% + 100 ul de reagente de

ninhidrina

Banho a 70°C por 40 min

Agitar levemente e ler em 630 nm

Calculo

1. Os valores lidos na placa de Elisa precisam ser divididos por 1000

2. Fazer a média das absorbéancias

3. Aplicar a formula que saiu do grafico da curva padrao (ug de
leucina/ABS 630 nm)

4. Multiplicar por 12500, dividir por 10 para dar o valor em mg de
aminoacido em 500 mg de tecido.

5. Dividir o valor por 1000 para dar o resultado em mg de aminoacido

por 500 mg de tecido.



6. Multiplicar por 100 e dividir por 500 para dar mg de aminoacidos
por 100 mg de tecido, ou seja, a porcentagem de aminoacidos totais no

tecido.
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APENDICE 8. Protocolo de extracdo de clorofilas
(Protocolo utilizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa

Uva e Vinho)

Extracao de pigmentos

1. Cortar aproximadamente 300 mg de material vegetal fresco (anote
0 peso) em pequenos pedagos e macerar em gral com 5 ml de acetona 80%
(v/v) com CaCOs; ou MgCOs (0,5 g . 0,1 I'"), para evitar danos as clorofilas

pelos acidos organicos.

2. Filtre o homogeneizado imediatamente, com papel filtro tipo
Whatman N°1, em funil de Buchner. Opcionalmente pode ser usado um

sistema de aspiracdo, com os devidos cuidados.

3. Lave o gral com adicionais 5 ml de acetona 80% e filtre, como
descrito anteriormente, tomando o cuidado de retirar bem os residuos de
pigmentos do filtro. Repita esta operagdo até remover completamente os
pigmentos verdes, ajuste os volumes finais (geralmente em tubos Falcon de

15 ml) e atente para corrigir o volume no calculo.

4. Combine os filtrados e complete o volume para um valor conhecido,
com acetona 80%. Se a solugdo com pigmentos estiver leitosa, cubra o
frasco com parafilm e deixe no refrigerador por 1-2 h, antes de ler no

espectrofotometro facga trés repeticdes por amostra.
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5. Mecga a absorbancia a 645 e 663 nm. Calcule a concentragao de
Clor a e Clor 3 de acordo com as equagdes :
Clor B (mg.g™") = 0,0229 . Agss — 0,00468 . Agsa
Clor o (mg.g™) = 0,0127 . Agsz — 0,00269 . Ass

Clor total (mg.g™") = 0,0202 . Asss + 0,00802 . Ass3

6. Expresse os valores em mg de clorofila.g” massa verde.
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APENDICE 9. Determinagao de sélidos soluveis totais (°Brix)
(Protocolo utilizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Embrapa

Uva e Vinho)

Procedimento de analise:
1. Esmagar as bagas em saco plastico
2. Coar e centrifugar o mosto a 1000 rpm por 5 min

3. Proceder a leitura direta em refratdmetro
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APENDICE 10. Determinacdo do pH em mosto de uva
(Protocolo utilizado no Laboratério de Enoquimica da Embrapa Uva e

Vinho)

Solugdes:
Solugao tampao pH 3,0

Solugao tampao pH 4,0

Procedimento de analise:

1. Calibrar o potencidmetro com os padrbes de pH

2. Esmagar as bagas em saco plastico

3. Pipetar 20 ml de mosto para um Becker de 100 ml

4. Mergulhar o eletrodo no mosto e apds estabilizagdo realizar a

leitura do pH
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APENDICE 11. Determinagdo da acidez total titulavel em mosto de
uva
(Protocolo utilizado no Laboratério de Enoquimica da Embrapa Uva e

Vinho)

Solugdes:

NaOH 0,1 N

Azul de bromotimol: pesar 4 g de azul de bromotimol, transferir para
um Becker e diluir em alcool 20%. Transferir para um baldo de 1000 ml e

completar o volume com H,O destilada. Armazenar em frasco ambar.

Procedimento de analise:

1. Esmagar as bagas em saco plastico, coar e centrifugar o mosto a
1000 rpm por 5 min

2. Pipetar uma alicota de 5 ml do mosto para um Erlenmeyer de 250
mi

3. Adicionar 3 gotas do azul de bromotimol

4. Titular com o NaOH 0,1 N até obter uma coloragao azul

5. Anotar o volume de NaOH 0,1 N gasto

Acidez total titulavel (meq.l'1) = n*N*1000/V
Onde: n = ml de NaOH gasto na titulagao
N = normalidade do hidroxido de sodio

V = volume de mosto utilizado



