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FUNGO ARBUSCULAR MICORRIZICO Glomus etunicatum NO CONTROLE DA
FUSARIOSE EM PORTA-ENXERTO MICRO-PROPAGADO DE VIDEIRA

Paula Carolina Kath'; Liliane Martins de Brito?; Ricardo de Araujo3

INTRODUCAO

A videira encontra-se entre as mais antigas plantas cultivadas pelo
homem, que desde os primérdios de sua existéncia ja se alimentava dos frutos desta
planta. Através da evolugao de seus conhecimentos, o homem aprendeu a fabricar
produtos a partir da uva, como o vinho. Uvas de qualidade para a elaboragédo de
vinhos sdo aquelas provenientes, sobretudo, de um vinhedo sadio (GUERRA, 2001).

A producédo de uvas no Brasil encontra-se principalmente nas regides sul
e, em Santa Catarina, € uma exploragao agricola tradicional ligada a sécio-economia
de regides de origem italiana. A partir do final dos anos 90, surge uma nova regiao
destinada a produgéo de uvas para vinhos finos (BRITO, 2012). Situada na regiao
central de Santa Catarina, em altitudes de 900 a 1400 acima do nivel do mar, essa
regido é caracterizada por condi¢cbes edafoclimaticas que possibilitam retardar a
colheita para periodos mais favoraveis a completa maturagao fisiolégica (MARTINS,
2006). Contudo, segundo Botton et al. (2003), muitos produtores nos ultimos anos
estdo encontrando limitagdes de ordem fitossanitaria, que praticamente inviabilizam
o cultivo em determinadas areas sem a utilizagao de praticas modernas.

Segundo Camargo (1994), é recomendavel o uso da técnica da enxertia
de videiras com porta-enxertos adequados e saudaveis para um melhor
desempenho dos vinhedos por — além de proporcionar o controle de pragas e

doengas, através da resisténcia ou tolerancia da espécie a esses organismos — pode
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ocasionar um maior desenvolvimento inicial das plantas, um maior vigor geral das
videiras e uma producdo de cachos e bagas com caracteristicas adequadas a
vinificagao.

Entre as técnicas de propagacgao de videiras, a micropropagacgao oferece
uma série de vantagens, tais como: a possibilidade de multiplicagdo em larga escala
e em curto periodo de tempo; a utilizagdo de espacgo reduzido para a obtengao de
elevada quantidade de exemplares; a obtencdo de plantas livres de doencas e
pragas; a precisdo no estabelecimento de cronogramas de producdo e
comercializagdo; e a homogeneidade e vigor das plantas obtidas (BIASI, 1998;
GUERRA, 2001). Além disso, BARBOSA et al. (1986) observaram que pelo método
tradicional de propagacdo de videiras, a quantidade de mudas obtidas sofre
restricdes conforme a capacidade do viveirista na formacdo dos porta-enxertos e
posterior realizacdo da enxertia. O processo demanda muito tempo, mao-de-obra e
consideravel espaco fisico, além de possibilitar eventualmente a propagacao de
materiais com problemas fitossanitarios. As técnicas de cultura de tecidos podem
proporcionar a obtengcdo de maiores quantidades de materiais de propagag¢ao da
videira, em tempo abreviado, e de melhor qualidade fitossanitaria. Por essa razéo,
muitos pesquisadores tém experimentado com relativo sucesso sua propagagao
através do cultivo in vitro ou micropropagado.

Um dos problemas que gerou queda de produtividade, a partir da década
de 90, foi a ocorréncia da anomalia conhecida como declinio e morte das plantas ou
fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp herbemontis que ataca o
sistema radicular (BORGUEZAN et al., 2003). Hoje em dia, o método mais eficiente
e econdbmico de controle da fusariose € através do uso de cultivares de
porta-enxertos resistentes (SCHUCK et al., 1993; ANDRADE et al., 1993; citados por
CARNIEL, 2004). No entanto, a utilizagdo de porta-enxertos resistentes deve ser
associada a outras praticas de manejo, para maior sucesso no controle da doenca.
Entre as praticas de manejo que podem auxiliar no controle desta doencga, e cujo
estudo comeca a ser intensificado, esta a inoculagéo dos porta-enxertos com fungos

micorrizicos arbusculares (FMA).
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Os fungos micorrizicos s&o exemplos de microrganismos benéficos as
plantas e com potencial de controle biolégico de patégenos. Embora alguns relatos
mostrem um aumento na incidéncia de moléstias, de maneira geral, observa-se um
decréscimo no ataque de fungos fitopatogénicos em raizes de plantas micorrizadas.
O emprego de microrganismos para o controle de fitopatdégenos pode ser direto,
quando esses sao utilizados vivos; ou indireto, através da aplicacdo de seus
metabdlitos. Em ambos os casos necessita-se obter produtos que mantenham as
caracteristicas dos microrganismos ou de seus metabdlitos. Desta forma, esses
produtos precisam ser adequadamente formulados para facilitar a comercializacao, o
transporte, a aplicacdo e o armazenamento, sem que ocorram grandes alteragbes
em suas caracteristicas (CARNIEL, 2004).

A evidente necessidade de estudos especificos para definir praticas de
propagacado adequadas a cultura da videira aliadas ao controle de fitopatdgenos
como o fungo Fusarium oxysporum f.sp herbemontis causador da fusariose,
suprindo as demandas das regides vitivinicolas de Santa Catarina de mudas com

qualidade genotipica e fitossanitaria.

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental de Lages, no
Laboratério de Biotecnologia, durante o periodo de 2014 e 2015.

Para os estudos, foi utilizado o porta-enxerto SO4 (Vitis berlandieri x Vitis
riparia), cujas plantas matrizes foram mantidas em casa de vegetagéao.

Isolamento do fungo patogénico: Videiras de Cabernet sauvignon,
apresentando sintomas da fusariose, foram coletadas em um vinhedo do Municipio
de Videira, SC, em 2014. Fragmentos de tecido do tronco da planta foram colocados
em camara-umida durante sete dias, a temperatura ambiente e, apds este periodo,
foi realizado o isolamento do fungo Fusarium oxysporum f.sp herbemontis em meio
de cultura BDA (batata-dextrose-agar), contido em placas de Petri. As colénias foram

incubadas em BOD a 20°C, com fotoperiodo de 12 h durante 15 dias. Isolamentos
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monosporicos foram realizados a partir dos conidios produzidos pelo fungo. Os
isolados foram armazenados em BDA, em ambiente resfriado.

Obtencédo do FMA: A espécie do fungo micorrizico arbuscular (FMA)
Glomus etunicatum foi utilizado no experimento sobre a acdo da associagao
micorrizica perante a fusariose em porta-enxertos de videira. Para a multiplicacao
dos ind6culos, utilizou-se plantas de manjericao (Ocimum basilicum) como
hospedeira, cultivadas em vasos previamente desinfestados, com substrato
autoclavado preparado a base de solo, composto termofilico e vermiculita (2:3:3,
v:viv), ja testado em trabalhos anteriores (CASSOL, 1996, citado por PEREIRA,
2006).

Micropropagagao do porta-enxerto SO4: Para a producdo das mudas
micropropagadas, explantes das plantas matrizes foram imersos por 10 minutos em
agua destilada + detergente Tween 20 (20 gotas/L); 3 minutos em alcool 70% em
agitacao. Em camara de fluxo laminar, permaneceram por 15 minutos em hipoclorito
de soédio (1,5%) + Tween 20 (20 gotas/L) e foram submetidos a trés lavagens com
agua destilada. Os explantes foram estabelecidos e multiplicados, em meio de
cultura nutritivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962, citado por LIMA DA SILVA &
DOAZAN, 1995) padrao, solidificado com 6 g/L de agar (Merck®), e o pH ajustado
para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C, por 20 minutos. Os frascos foram
mantidos em camaras de crescimento durante 40 dias ou até as plantas atingirem
altura em torno de 5-6 cm.

Aplicacdo dos tratamentos: Apds o estabelecimento in vitro, segmentos
das plantulas foram repicadas em diferentes ambientes de crescimento in vitro: em
frasco com meio MS, agar-agar (tratamento 1); em frasco com meio MS liquido, sem
agar-agar, acrescido de vermiculita (tratamento 2); e em tubo de ensaio com meio
MS liquido, sem agar-agar, acrescido de vermiculita (tratamento 3). Novamente os
frascos foram mantidos em camaras de crescimento durante 40 dias ou até as
plantas atingirem altura em torno de 5-6 cm.

Posteriormente, as plantulas do porta-enxerto, nos diferentes ambientes
de crescimento in vitro, foram inoculadas depositando-se trés discos de meio de

cultura com micélio de Fusarium oxysporum f.sp herbemontis no colo de cada
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planta, ou seja, em frasco com meio MS, agar-agar, com F. oxysporum (tratamento
1.1); em frasco com meio MS, agar-agar, sem F. oxysporum (tratamento 1.2); em
frasco com meio MS liquido, sem agar-agar, acrescido de vermiculita, com F.
oxysporum (tratamento 2.1); em frasco com meio MS liquido, sem agar-agar,
acrescido de vermiculita, sem F. oxysporum (tratamento 2.2); em tubo de ensaio com
meio MS liquido, sem agar-agar, acrescido de vermiculita, com F. oxysporum
(tratamento 3.1); em tubo de ensaio com meio MS liquido, sem agar-agar, acrescido
de vermiculita, sem F. Oxysporum (tratamento 3.2). As plantas foram incubadas a
24°C com fotoperiodo de 12 horas. Apds 45 dias, avaliou-se a presenca de sintomas.

Em estudo paralelo, as plantulas do porta-enxerto SO4, expostas a
fusariose ou néo (controles), receberam uma mistura de in6éculo do FMA Glomus
etunicatum. Aos 45 dias avaliou-se a interacdo estabelecida entre porta-enxerto,
fungo micorrizico e fungo patogénico.

Os experimentos sobre a inoculagdo de Fusarium oxysporum f.sp
herbemontis e a combinagdo com o fungo micorrizico arbuscular sobre a fusariose
no porta-enxerto de videira SO4, foi realizado em delineamento completamente
casualizado, com 16 repeticbes e, quando houve efeitos significativos dos
tratamentos, as médias foram separadas pelo teste Student Newman Keuls (SNK),

ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Dos segmentos de plantulas do porta-enxerto SO4, semelhantes aos
utilizados nas repicagens, postos para se desenvolverem nos diferentes ambientes
de crescimentos in vitro, resultaram em plantulas com desenvolvimento adequado
para a inoculagéo do fungo patogénico Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis e/ou
micorrizico Glomus etunicatum, para posterior observacdo dos sintomas
caracteristicos da fusariose ou das interacbes estabelecidas entre esses
microrganismos antagbénicos da rizosfera da videira, no controle biolégico da
moléstia (FIGURA 1 Ae B).
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Apesar da possibilidade dos diferentes meios de crescimento in vitro
resultarem em plantas viaveis, os tratamentos que utilizaram vermiculita
(tratamentos 2 e 3), ao invés de agar-agar no meio de cultura, regeneraram poucas
plantulas a partir de segmentos nodais, sugerindo que o tratamento testemunha é

significativamente superior nesse quesito.

Figura 1 - Plantulas adequadas a inoculagao do fungo patogénico e/ou micorrizico em meio in vitro.

A. Detalhe de uma plantula desenvolvida em B. Plantulas desenvolvidas in vitro, em meio MS,
meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962, meia em MS liquido + vermiculita + frasco e em MS

forga). liquido + vermiculita + tubo de ensaio, da esquerda
Fonte: Brito e Kath, 2014. para a direita. Fonte: Brito e Kath, 2014.

Nos estudos, apenas 6% dos segmentos micropropagadas em ambiente
in vitro, em meio MS liquido, com vermiculita, em frascos (tratamento 2) ou tubos de
ensaio (tratamento 3), decorreram em plantulas adequadas para a continuagao dos
estudos. No tratamento testemunha (tratamento 1), 86% dos segmentos
micropropagados em meio MS, com agar-agar, em frascos, resultaram em plantulas
viaveis. A baixa porcentagem no desenvolvimento do porta-enxerto a partir de
segmentos micropropagados em MS liquido, com vermiculita, pode estar
relacionado com a intoxicacdo das plantulas pelo desprendimento de gases,
circunstancia observada pelo forte aroma desprendido pelos frascos ou tubos de
crescimento ao serem abertos. Entretanto, essa hipdtese ainda precisa ser mais
estudada.

Ja os segmentos que nao se regeneraram em plantulas no tratamento

controle, foi devido a oxidagdo ou ao tamanho do segmento utilizado na cultura in
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vitro. Autores relatam que alguns apices permaneceram verdes ou com pequenas
por¢cdes oxidadas, porém sem apresentar desenvolvimento. Alguns apices mesmo
apresentando crescimento (pelo menos o triplo do tamanho do explante original),
nao evoluiram ao ponto de possuirem folhas expandidas. Talvez este fato tenha
ocorrido devido ao pequeno tamanho dos explantes, j& que quanto menor o apice
meristematico, mais dificil € a sua regeneragao (PASSOS et al., 1985; KORUZA &
JELASKA, 1993; BIASI et al., 1998).

Outro fato que precisa ser analisado esta na diferenca observada entre
plantulas desenvolvidas em ambientes de crescimento proporcionado pelos frascos
e tubos de ensaio. Esperava-se que as mudas crescidas em tubos de ensaio
poderiam ser mais altas e permanecer mais tempo no ambiente in vitro, viabilizando
o desenvolvimento do porta-enxerto no decorrer do experimento. Porém,
visualmente as plantulas que se desenvolvem em ambiente in vitro proporcionado
por frascos, apresentaram folhas e sistema radicular mais desenvolvidos.

Ap6s o periodo de cultivo in vitro, inoculagdo e apresentagcao dos
sintomas caracteristicos da moléstia, forma necessarios 45 dias. Um periodo
relativamente curto em comparagao aos testes de patogenicidade em ambiente ex
vitro, Postulados de Koch realizado em casa de vegetacdo ou a campo. Segundo
Garrido et al. (2004), a avaliagdo dos Postulados de Koch em videiras cultivadas em
ambiente in vitro, permitiram a avaliacdo do desenvolvimento de sintomas, em
metade do tempo (irés meses) necessario para a mesma avaliagdo em casa de
vegetacao (seis meses).

Com o ensaio, observou-se que todas as plantulas inoculadas com o
fungo patogénico apresentaram sintomas da doenga vascular provocada pelo fungo
Fusarium oxysporum f.sp herbemontis, em relacdo aos tratamentos testemunha,
demonstrando a viruléncia da cepa isolada.

O fungo patogénico, em contato com as plantulas desenvolvidas em MS,
com agar-agar (tratamento 1.2), tornaram-se saprofitas, sobrevivendo dos nutrientes
fornecidos pelo meio de cultura. Contudo, as plantas apresentaram desenvolvimento
caracteristico de plantas com moléstia, ficando a duvida se tais sintomas séao

decorrente do presenca do fungo nos tecidos vegetais ou por competicbes por
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nutrientes no meio de crescimento (FIGURA 2A). Quando o fungo foi posto em
contato com plantulas desenvolvidas em frascos com MS liquido, com vermiculita
(tratamento 2.2), o caracter do patéogeno de se tornar saprofita ndo parece ser

evidente e acarreta em sintomas caracteristicos da fusariose.

Figura 2 - Plantulas n&o inoculadas e inoculadas com o fungo patogénico Fusarium oxysporum f.sp

herbemontis, desenvolvendo-se em ambiente proporcionado por frascos de crescimento in vitro.

A. Plantula testemunha (esquerda) e inoculada B. Plantula testemunha (esquerda) e inoculada
(direita), desenvolvendo-se em meio MS (direita), desenvolvendo-se em meio MS liquido,
(MURASHIGE & SKOOG, 1962). com vermiculita.

Fonte: Brito e Kath, 2014. Fonte: Brito e Kath, 2014.

Da mesma forma, plantulas desenvolvidas em tubos de ensaio, com MS
liquido, com vermiculita, quando inoculadas com o patégeno (tratamento 3.2),
apresentaram os peculiares sintomas da moléstia que afeta o sistema vascular das
videiras (FIGURA 3, direita). Nesse caso, o fungo também nao aparentou ser

saprofita, apesar do meio de crescimento ser rico em nutrientes.

Figura 3 — Plantula ndo inoculada (esquerda) e
inoculada (direita) com o fungo patogénico
Fusarium oxysporum f.sp herbemontis
desenvolvendo-se in vitro em meio MS liquido, com
vermiculita, em tubo de ensaio (tratamento 3.1 e
3.2).

Fonte: Brito e Kath, 2014.
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Nos ambientes de crescimento in vitro deste estudo, nao houve
possibilidade de utilizar o fungo micorrizico Glomus etunicatum sem contaminar o
ambiente de crescimento ou matar o fungo, por processo de descontaminagao,
inviabilizando a observagdo das interagdes entre o porta-enxerto e os fungos
micorrizico e patogénico em ambiente in vitro. Talvez a utilizagéo indireta, através da

aplicagao de seus metabdlitos demonstraria eficiéncia no controle da moléstia.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ambientes de crescimento proporcionado por frascos ou tubos de ensaio,
em meio MS liquido, acrescido de vermiculita, apesar de apresentarem potencial
para estudos de patogenicidade, ndo possibilitaram um adequado desenvolvimento
de plantas do porta-enxerto SO4 em quantidade, evidenciando a necessidade de
outros estudos.

O fungo patogénico, em contato com as plantulas desenvolvidas em MS,
com agar-agar, tornaram-se saprofitas, dificultando a percepcédo dos sintomas da
fusariose.

A utilizacdo do FMA, nas condi¢gdes do experimento, ficou inviabilizado
pela contaminagédo o ambiente de crescimento, impossibilitando a observacéo das
interacdes entre o porta-enxerto, o fungo micorrizico e o patogénico, em ambiente in

vitro.
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